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(VIIT ECOTOX, 17-20 October 2004, Floriandpolis, SC, Brazil)

EDITORIAL

It iswith great satisfaction that the Editorial Board publishes
papers presented at the V111 Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia
(Brazilian Conference of Ecotoxicology) — ECOTOX, which took place
at Praiatur Hotel, Ingleses Beach, Floriandpolis (SC, Brazil), between
October 17" and 20", 2004.

The ECOTOX Conference has been serving as a forum for
presentation and discussion of several aspects related to ecotoxicology
studied by the Brazilian scientific community. An increase in the
diversity of the related subjects presented in the conference was
observed throughout the years, and several of them are published in
this special issue.

The publication of these papers represents a very precious
moment to our Society, since fulfills an objective aimed for along time.
In addition, this publication is even more specia because these selected
papers put together the first two issues of the journal of our Society.

The Editorial Board, together with the Conference Scientific
Board, believes to have reached its aim and thank all authors for their
contributions.

Editorial Board of the VIII ECOTOX

EDITORIAL

E com grande satisfaco que a Comissio Editorial publica
trabalhos gpresentados no V111 Congresso Brasileiro de Ecotoxicologia—
ECOTOX, o qual foi realizado no Praiatur Hotel, Praiados Ingleses,
Florianopolis (SC, Brasil), no periodo de 17 a 20 de Outubro de 2004.

O ECOTOX tem sido o férum para apresentacao e discussdo
de temas que vem sendo estudados pela comunidade cientificabrasileira
no &mbito da Ecotoxicologia. Ao longo dos anos, foi possivel observar
um incremento na diversidade dos assuntos apresentados nos con-
gressos ECOTOX, muitos dos quais estéo publicados nesta edicéo
especial.

Acreditamos que a publicagéo destes trabal hos representa um
momento muito importante para a nossa Sociedade, pois concretizaum
objetivo estabelecido hd muito tempo. Além disso, esta publicacéo
representa um marco especia, pois os trabalhos aqui apresentados fazem
parte dos dois primeiros volumes da revista da nossa Sociedade.

A Comissdo Editorial, juntamente com a Comissao Cientifica
do Evento, esperater cumprido sua misséo e agradece a contribuigdo
de todos os autores.
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Evaluation of Genotoxicity and Toxicity of
Buenos Aires City Hospital Wastewater Samples

M. Paz, H. Muzio, A. MeNDELSON, A. MAGDALENO, C. TorNELLO, N. BaLBis & J. MORETTON®
Cétedra de Higiene y Sanidad, Facultad de Farmaciay Bioquimica, Universidad de BuenosAires, Buenos Aires

ABSTRACT

The untrated wastewaters from health centers present a potential risk aquatic ecosystems because of the content of toxic
and genotoxic chemicals. The composition of these wastewaters discharged to the urban sewer system present fluctua-
tions generated by spatial and temporal variations in the discharges of citostatics, heavy metals (Pb, Cr, Hg), antibiot-
ics, etc. In Buenos Aires city the Hospital effluents are discharged to the sewer system with no previous treatment in turn
the wastes of the municipal sewage system are released to the Rio de la Plata, at a rate of 1,900 m*day, with no treat-
ment at all. Thisriver is also the source of water for the plants that provide drinking water to the city. The objective of
this paper was the study of the genotoxicity and toxicity from Hospital San Martin wastewaters. This General Hospital
releases approximately 560 m? daily of effluents to the municipal sewer system, from. Sampling this effluent was per-
formed seasonally, in this paper we report the results obtained in summer 2003, autumn 2004 samples. The determina-
tion of toxicity was performed with the Pseudomonas fluorescens growth inhibition test and with the determination of
mitotic index in Alliumroot tips. On the other hand the genotoxicity was studied with Saccharomyces cerevisiae D7 as-
say and with the induction of chromosomal aberrations in Allium cepa test. Each sample was assayed either after steril-
ization by filtration or as an XAD-2 resins extract. The samples of summer 2003 were toxic and genotoxic in the Allium
test when were assayed at 100% and 50% v/v dilutions, genotoxicity in the Saccharomyces cerevisiae test was also de-
tected at 100% and 10% v/v dilutions. The samples of autumn 2004 were no genotoxic, only toxicity for Saccaromyces
strain was detected when raw effluents and 100X extracts were tested. None of the wastewaters samples assayed dem-
onstrated toxicity in the Pseudomonas fluorescens test.

Key words: toxicity, genotoxicity, hospital effluents.

RESUMO

Avaliacdo de genotoxicidade e toxicidade em efluentes de um Servico de Sadde de BuenosAires,
Argentina

Os efluentes liquidos nao tratados gerados em servicos de salide representam um perigo potencial pela veiculacéo de
substancias quimicas com efeitos toxicos e genotdxicos sobre 0s organismos presentes nos ecossi stemas aquati cos. Estes
Ifquidos apresentam grande variacdo em sua constituicao quimica, pois podem conter compostos quimicos como metais
pesados (Pb, Hg e Cr), antibidticos ndo biodegradaveis, entre outros. Na cidade de Buenos Aires, os hospitais lancam
seus residuos liquidos sem tratamento na rede coletora de esgotos, tendo como destino final, com um minimo de tratamento,
orio de La Plata, principal fonte de abastecimento de dgua para uma populacéo de 10 milhdes de habitantes. Por isso,
€ importante estudar 0s riscos que os poluentes presentes nos efluentes podem representar para 0 meio ambiente. Este
trabal ho teve por objetivo analisar a toxicidade e genotoxicidade em residuos liquidos do Hospital de Clinicas da Universidad
de BuenosAires, servico de salde geral de grande porte que langa um volume total didrio de 564 m?3de esgoto. As coletas
do efluente foram feitas no verdo e no outono. As andlises de toxicidade e genotoxicidade foram realizadas no efluente
utilizando diferentes sistemas biol 6gicos normatizados: ensaio de inibi¢do do crescimento de Pseudomonas fluorescens
e os testes de genotoxicidade com Saccharomyces cerevisiae e Allium cepa. Os ensaios foram realizados com o efluente
in natura e concentrado (100X) em resina trocadora de ions XAD-2. As amostras do efluente in natura col etadas no veréo
apresentaram toxicidade e genotoxicidade para Allium cepa (100% e 50% v/v) e genotoxicidade para Saccharomyces

* Corresponding author: Juan Moretton, e-mail: jamorett@ffyb.uba.ar
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cerevisiae (100% e 10% v/v). Com relacdo as amostras coletadas no outono, foram consideradas toxicas para o teste de
Saccharomyces cerevisiae (100% v/v). As amostras concentradas 100X foram toxicas para leveduras. Nenhuma das quatro
amostras apresentou inibicdo do crescimento de Pseudomonas fluorescens.

Palavras-chave: toxicidade, genotoxicidade, efluente hospitalar.

INTRODUCTION

Hospitals consume daily an important volume of water.
Indeed domestic water usein developed countriesis, on average,
100 literd/person/day (Gadelle, 1995), while the value generally
admitted for hospitals varies from 400 to 1,200 liters/bed/day
(Déeloffre-Bonnamour, 1995). This important amount of water
produces in turn asignificant volume of wastewater |oaded with
micro-organisms, heavy metals, toxic chemicals, and radioactive
elements (Kimmerer, 2001). The hospita effluents are discharged,
usudly, inthe urban sewer system were they mix with other effluents
and finally reach the sewage treatment plant for purification. The
last step of this processisthe release of purified wastewaters to
ariver, alake, to groundwater or to seawaters. Some of these water
bodies are used aso as a source of drinking water (Figure 1).

In hospitals avariety of substances arein use for medical
purposes. Pharmaceuticals are composed by active substances,

Wastewaters from care

(blood, urine, feces, solvents,
acid, bases, disinfectants)

Hospital sewer network

Non
pathogenic
hospital
wastewater
+
Non
hazardous
hospital
wastewater

DINKING WATER

formulation adjudants and in some instances pigments and dyes.
All these components, and its human metabolites, can reach
the wastewaters (Halling-Sorensen, 1998; Stumpf et al., 1999;
Ternes, 1998). On the other hand unused pharmaceuticals and
diagnostic agents are sometimes disposed of in drains. Some
drugs like cytostatic agents are genotoxic (Bassi & Moretton,
2003; Ortolan, 1999).

The presence of heavy metals such as mercury and silver
and chlorinated compounds were reported in hospital
wastewater. Some disinfectants and preservatives contain
mercury and chromium, platinum is the main component of
agroup of cytotstatic agents (Kimmerer, 2001).

Organic matter can reach high concentrations in these
effluents. COD values of 1,900 mg/L, with BOD, of 700 mg/
L have been detected (Emmanuel et al., 2001). In previous
determinationsin BuenosAires city area hospitd samples, lower
values of COD and BOD were found (Paz et al., 2004).

activities and medical research

Drugs administered to the patients

Pharmaceutical residues in the patient
excreta (drugs and metabolites)

—

Urban sewer network

! |

Wastewater treatment plant

J L

Surface water

1L

Ground water

Water Purification
Plant

Figure 1 — Cycle of hospital wastewaters.
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lodated X-ray contrast media, solvents, disinfectants,
cleaners and drugs containing chlorine are the major mass
carriers for the AOX (adsorbable organic halogens) in hos-
pita effluents (Kimmerer et al., 1998). Concentrations of nearly
10 mg/L of AOX were detected in the effluents of a university
hospital center (Gartiser et al., 1996). The AOX are not easily
biodegradable.

A mutagenic hazard can be manifested as a heritable
change resulting from germ-line mutations and or somatic
mutations |leading to cancer or other chronic degenerative pro-
cesses such as aging and coronary hearth diseases. Although
there are species differences in metabolism, DNA repair, and
other physiological processes affecting chemical mutagenesis,
the universality of DNA and genetic code provides rationale
for using various non-human test systemsto predict theintrinsic
mutagenicity of test chemicals (Moreno-Abril & Carrillo-
Gallego, 2002). Even when the genotoxicity of compounds
like silver, cytostatic drugs, heavy metals, etc were widely
studied, no data of the genotoxicity of the complex mixture
generated in the hospital wastewater were reported in Argentina.

The aim of this paper is the toxicological and
genotoxicological characterization of San Martin General
Hospital wastewater samples obtained before their discharge
in the urban sewage system. The San Martin General Hospital
isapublic health center that provides hospital carein abroad
category of illness and injuries.

This Hospital operates with 400 licensed beds (maximum
number of beds that the facility can operate) and approximately
300 set-up beds (number of actual beds that are in operation
and available for patient use). The Hospital's Laboratory
conducts test in the following areas: hematology, chemistry,
urinalysis, microbiology, blood bank, pathology, and cytology,
for both inpatient services aswell as out patient services. The
San Martin Hospital releases daily approximately 560 cubic
meters of effluents to the urban sewer system (Anuario
Estadistico 2001). In Argentina few, if any, characterization
of hospital effluents were carried on. One of the main problems
of the BuenosAires city areaisthe lack of sewer treatment
plant. The wastes of the urban sewage system are released to
the Rio de la Plata, at arate of 1,900 millions of m¥day, with
no treatment at all. Thisriver is also the source of water for
the plants that provide drinking water to the city.

MATERIAL AND METHODS

The source of test samples was wastewater obtained from
the sewer test chamber, in a representative point located just
before the release of the San Martin Hospital effluents to the
urban sewer system. The composite samples were taken
seasonally during summer and autumn 2003-2004. The sampling
was performed during a period of 12 h taking a sample every
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two hours. The same volume of each partial sample was mixed
at the end of the day to obtain the composite sample submitted
to biological test. The results reported in this paper correspond
to two representative samples of December and April.

Each composite sample was assayed either after sterilization
by filtration through a 0.22 um pore-size cellulose nitrate filter
(Millipore), or asan extract obtained as follows: 500 mL of water
were filtered (Whatman microfibre paper) and then passed
through acolumn (10 cm highx 1 cm diameter) of XAD-2 resins
with aflow rate of 10 mL/min. Ethyl ether was used for theresins
elution. Then the ether extracts were collected in beakers and
brought to dryness by rotary evaporation at 37°C. Finally, the
dried extracts were dissolved in 5 mL of dimethyl sulfoxide
(DM S0), and assayed for genotoxicity (Moretton et al., 1990;
Moretton et al., 1991).The final volumetric concentration factor
was 100.

The Pseudomonas fluorescens growth inhibition test is
based on evaluation of the effect of the test substances on the
growth rate of an actively growing bacterial culture in anutrient
broth under defined conditions of temperature and time. The
strain Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 was used as a
test organism. The test was conducted in duplicates according
to Kiimmerer (2001). The wastewater samples were incubated
with the bacteria suspension at 26°C during 18 h. After
incubation the optical density at 650 nm was determined for
the samples and controls. The dilution of the raw wastewater
sample was plotted against optical density for the calculation
of 1C50, the effective dilution causing 50% reduction of OD
or bacterial growth.

The diploid D7 strain in Saccharomyces cerevisiae
(MATa/MATa, ade2-40/ade2-119, trp5-12/trp5-2, ilvl-92/ilvl-
92) was obtained from Dr Giorgio Bronzetti (Laboratorio di
Mutagenes e Differenziamento, Pisa, Italy), and the assay was
performed as previously described Moretton et al. (1990). Prior
to each experiment the S. cerevisiae D7 strain was tested for
the frequency of spontaneous revertants at the tryptophan (trp)
locus. Cells of a stationary phase culture were treated with
the samples and incubated 2 and 24 h at 28°C. After treatment
washed cells suspensions were plated on appropriate media.
For all the assays the data were analyzed using the modified
2-fold rule in which aresponse is considered positive if the
average response for at least two consecutive dose levels was
more than twice the spontaneous frequencies (Moretton et al.,
1990; Moretton et al., 1991). All the samples were assayed,
at least, over 3 log concentrations range up to the limit imposed
by toxicity of the sample for the tester strains. The data obtained
were subjected to an analysis of variance (Sokal & Rohlf, 1994)
with computer assistance (STATISTICA 5.0).

For the Allium test equal-sized bulbs were chosen from
a population of the common onion Allium cepa, and series of
onions were grown in each test liquid. Prior to the test start,
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the outer scales of the bulbs and the brownish bottom plate
were removed. The onionswere placed directly in thetest liquid,
that were changed regularly every day. Slides for microscopica
studies were prepared after change of liquid in day 2, independent
of root length. The roots were cut, suspended in Carnoy solution
for 24 h and then conserved in ethanal 70%. The standard procedure
for orcein staining of squash material was performed according
the description of Fiskej6 (1985). From each slide 100 mitosis
were scored for detect genotoxic effects and the mitotic index
were scored from 1,000 cells. The following days, macroscopic
observations like root form and root length, were performed. As
the digtribution of chromosome aberrationsisbinomia, the X>-test
was used for statistical calculations (Sokal & Rohlf, 1994).

RESULTSAND DISCUSSION

The effects of hospital effluents on the growth inhibition
of P. fluorescens are shown in Figure 2. In the broad rank of
wastewater dilution assayed no significant variation in the optical
density (OD) was detected, consequently it was not possible
the calculation of EC_ vaues for the effluents samples. These
results indicated that the effluents were no toxic in the P.
fluorescens growth inhibition test. The dilution with tap water
of heavy metals, phenols, disinfectants, etc. join to the presence
of organic matter in the hospital sewer system, would generate
an extremely low (below the sensitivity level of the
Pseudomonas growth inhibition test) concentration of toxic
constituents in the wastewater sampled (Muzio et al., 2005).

The results obtained with the Allium test were shown in
Table 1. This test combines two test targets, toxicity and
genotoxicity. Toxicity is easily measured by observation of root
growth inhibition and mitotic index, and genotoxicity is detected
by frequency of chromosome aberrations. Concentrations of

Paz et al.

the San Martin Hospital effluent samples submitted to the Allium
test were selected considering the growth inhibiting effects of
the samples in onion roots growth (data not shown). Growth
inhibition was detected when more than 50% v/v of the sample
in buffer solution, were submitted to the test. Methyl
methanesulfonate (MM S) was used as a positive control. The
mitotic index did not shown significant differences between the
tested concentrations. These results indicate alow toxicity of
the effluent samples and are in accordance with the data obtained
with Pseudomonas fluorescens (Figure 2). Nevertheless the
determinations of chromosome aberrations indicated a clear
genotoxic response for the sample corresponding to summer
2003. This effect was not detected in the sample of autumn.
The potentia of hospital effluent samples and their XAD
concentrates to induce genome rearrangements was investigated
by the use of the eukaryotic yeast S cerevisiae D7 strain (Figure
3). The results showed only the induction of gene revertion
with summer 2003 wastewater samples. On the other hand the
XAD concentrates were toxic in al the samples tested.
The hospital wastewater disposed into the urban sewage
system, seems not to pose an obvious toxic pollution hazard.
Nevertheless the genotoxicity was detected in samples of
summer. The hospital effluent is diluted in the sewage system
to adegree that its genotoxic activity probably will be no longer
detectablein our battery test, unless the samples were submitted
to an XAD concentration. However it does not mean that the
genotoxicity islost. It may still be accumulated in one of the
environmental compartments and there create long term
ecological effects. Therefore it seems necessary to clarify
whether a group of organic compounds contribute to the
genotoxic potential of the hospital wastewater. Biodegradability
and persistence of the main identified compounds will have
to be also analyzed to judge the impact on the environment.

Growth inhibition of P. fluorescens

0.7
0.61_\;‘://.4

3

c

2 0.5+

©

> 0.4

B

$ 0.3

©

.§ 0.2 —@— Summer-03
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O T T T
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Log. concentration of effluent

Figure 2 — Results from toxicants assessment of Hospital San Martin
waste waters with P. fluorescens growth inhibition test. The EC of the K,Cr,O, was 4.46 ppm.
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Table 1 — Results from genotoxicity tests of wastewater samples from
San Martin Hospital in the Allium cepa chromosome aberration assay.

Effluent % inlzi/leli(ng gx:rzfr?elc? Total aberrations %
Sample 1
0 80.4+78 409 25.67
10 76.9+ 15.0 597 15.08
50 89.6+9.5 467 31.69*
MMS, 10 mg/L 45.0+ 8.3 398 59.05**
Sample 2
0 74.7+94 501 16.57
50 79.2+50 529 11.91
MMS, 10 mg/L 57.1+116 538 27.51**

*p < 0.05, **p < 0.01 in y*test. Sample 1: summer 2003; sample 2: autumn 2004. MMS:
Methyl Methanesulfonate.
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Influéncia do Manganés em Ensaios de
Toxicidade com Algas em Amostras Ambientais
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Centro de Ecologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, C.P. 15007, CEP 91501-970, Porto Alegre, RS

RESUMO

Estudos tém sido realizados utilizando ensaios ecotoxicol gicos na avaliacdo da qualidade de aguas subterraneas. Nestes
estudos varios autores comentam uma maior sensibilidade nos ensaios com algas para as amostras desses ambientes. Visando
amaior conhecimento na utilizacdo de ensaios de toxicidade com algas no monitoramento de &guas subterréneas foi ensaiado
um total de 75 amostras distribuidas em 19 pocos de monitoramento de uma area industrial da Regido Metropolitana de
Porto Alegre, RS, Brasil. As amostras foram analisadas quanto a toxicidade para Selenastrum capricornutum (USEPA,
1994) e quanto aos valores de pH, condutividade elétrica, cloretos, hidrocarbonetos totais, fendis, nitrogénio amoniacal,
sblidos dissolvidos totais e metais (Cd, Pb, Cu, Cr, Mn, Zn, Hg e Ni). As amostras foram col etadas semestralmente, entre
janeiro de 2001 e janeiro de 2003. Os dados obtidos demonstraram alta freqiiéncia de amostras com efeito inibitério sobre
S. capricornutum (72%). A andlise estatistica do conjunto de dados apresentou correlacdo fraca, porém estatisticamente
significativa (o. = 0,05), entre as concentracdes de manganés e a toxicidade observada para S. capricornutum (r = 0,298).
Considerando-se: (1) a baixa disponibilidade do manganés aos organismos em funcdo de sua natural precipitacao sob a
forma de 6xidos de manganés; (2) a eficiéncia do manganés como captador de metais em ambientes aquéticos através
da adsorcéao, troca idnica e co-precipitacdo; (3) a ocorréncia, para algumas espécies de microalgas, de interacbes competitivas
entre nutrientes e metais inibidores; (4) o fato de 0 manganés poder tornar indisponiveis metais como Zn, Co, Ni e Cu
(utilizados como micronutrientes) através da formacdo de co-precipitados estaveis de 6xidos de manganés; e (5) o constante
aporte de oxigénio nas amostras durante a execucdo dos ensaios com algas devido a agitacdo orbital dos frascos, conclui-
se que ndo deve ser descartada a possibilidade de interferéncia desse metal sobre a biodisponibilidade dos micronutrientes
acrescentados as amostras para a realizag8o do ensaio de toxicidade com algas.

Palavras-chave: Selenastrum capricornutum, biomonitoramento, dgua subterranea, manganés.

ABSTRACT

Therole of manganese in toxicity assays using algae in environmental samples

Studies using ecotoxicological assays have been employed in the evaluation of the quality of ground water. In these studies,
several authors suggested that bioassays using algae are more sensitive for this kind of environment. To have a better
knowledge on the applicability of bioassays utilizing algae as test organism in the monitoring of ground water, we ana-
lyzed 75 samples from atotal of 19 monitoring wells from an industrial areain the Metropolitan region of Porto Alegre,
RS, Brazil. The toxicity of these samples was evaluated using Selenastrum capricornutum (USEPA, 1994) as test organism.
In addition, pH, electrical conductivity, chlorides, total hydrocarbons, phenols, ammoniacal nitrogen, total dissolved solid
and metals (Cd, Pb, Cu, Cr, Mn, Zn, Hg and Ni) were also analyzed. Samples were collected twice a year between 2001
and 2003. Results demonstrated a high frequency of samples with inhibitory effect on S. capricornutum (72%), and statistical
analyses showed a statistically significant correlation (o, = 0.05) between manganese concentrations and the observed toxicity
for S. capricornutum (r = 0.298). Considering: (1) the low availability of manganese to organisms as a result of its natural
precipitation as manganese oxides; (2) the efficiency of manganese in sequestering metals from the aquatic environments
by adsorption, ionic exchange, or co-precipitation; (3) the occurrence, for some micro algae species, of competitive interac-
tions between nutrients and inhibitory metals; (4) the fact that manganese could sequester metals like Zn, Co, Ni e Cu

*Corresponding author: Alexandre Arenzon, e-mail: alex@ecologia.ufrgs.br.
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(used as micro-nutrients) through the formation of stable co-precipitates of manganese oxides; and (5) the constant in-
put of oxygen in the samples during the running time of the bioassays with algae, due to the orbital agitation of the ex-
perimental flasks, it is concluded that the interference of manganese on the bio-availability of the micronutrients added

to the samples during the experiment may have occurred.

Key words: Selenastrum capricornutum, biomonitoring, ground water, manganese.

INTRODUCAO

A utilizago de algas na avaliac8o datoxicidade tem sido
importante ferramenta para 0 monitoramento da qualidade da
agua superficial e subterranea (Lukasvsky, 1992). Para a
avaiagdo da agua subterrénea este organismo € apontado como
mais sensivel por diferentes autores (Thomas et al., 1986;
Twerdok et al., 1997; Helmaet al., 1998; Baun et al., 2000).

A toxicidade é uma resposta de todos 0os compostos
presentes na amostra, inclusive compostos naturais (n&o in-
troduzidos antropicamente) (Baun et al., 1999; Gustavson et
al., 2000). As espécies animais e vegetais podem ser afeta-
das direta ou indiretamente por poluentes, quando estes in-
duzem mudancas no meio ao qual 0s organiSmos s80 expostos
(Mosslacher, 2000). Mudancas nas concentragBes-traco e na
disponibilidade de nutrientes, por exemplo, podem causar
consideravel impacto sobre o crescimento vegetal (Saterbak
et al., 1999; Frankin et al., 2002). Sundaet al. (1976) e Morel
et al. (1991) enfatizam que, em vez da concentragdo total, a
concentragdo dissolvida, diretamente disponivel dos €lementos-
traco, € que sdo responsaveis pel os efeitos sobre o fitoplancton.

A solubilidade de alguns compostos, principal mente
metais, em aguas subterréneas e superficiais € influenciada
por interacBes com outros constituintes da matriz do solo, pela
adsorsao em minerais de argila, em hidréxidos de ferro e
manganés e na matéria organica (Freeze & Cherry, 1979). De
acordo com Stauber & Florence (1985), 0 manganés, assim
como o ferro, sdo eficientes captadores de metais em ambientes
aquiticos através da adsorcao, troca idnica e co-preci pitagao.

Desta forma, este trabalho teve por objetivo discutir a
possivel influéncia do manganés, natural mente presente em
amostras ambientais na forma de 6xido de manganés, sobre
os efeitos toxicos observados em ensaios de toxicidade com
a alga Selenastrum capricor nutum.

MATERIAL E METODOS

Um total de 75 amostras de agua subterranea foram
coletadas em 19 pogos de monitoramento distribuidos em uma
area potencial mente impactada da Regiao Metropolitana de
Porto Alegre, RS. Os pogos amostrados apresentavam cap-
tac@o em profundidades que variam de 2,3 metros a 20 metros

e forneceram informaces referentes a dois diferentes aquiferos
presentes na area de estudo: um aquifero livre e um aqguifero
semiconfinado.

As amostras foram coletadas semestralmente, sendo que
o aquifero livre foi amostrado de janeiro de 2001 a janeiro
de 2003 e o aguiifero semiconfinado, de fevereiro de 2002 a
janeiro de 2003. Para a realizac8o da amostragem foi utili-
zada a metodol ogia proposta no Guia de Coleta e Preserva-
cdo de Amostras de Aguas da CETESB (CETESB, 1987).

O esgotamento dos pocos de monitoramento foi reali-
zado para aremocado da dgua estagnada no poco e no pré-filtro,
de forma que esta fosse substituida pela dgua da formacéo.
Para a realizacdo desta tarefa, no aquifero livre foi utiliza-
da uma motobomba com vazao de 6.000 litros’hora, pelo
periodo de tempo necessério para a remocao de trés vezes o
volume do poc¢o ou até o esgotamento do mesmo. Para o
aquifero semiconfinado foi utilizada bomba el étrica submersa
de trés polegadas, com vazéo de 1.500 litros/hora, durante um
periodo minimo de 45 min, garantindo a extracdo de, no
minimo, seis vezes o volume do poco.

As amostras foram obtidas com coletadores descartéveis
de polietileno, do tipo Bailer, com volume (til de um litro.

As amostras foram analisadas quanto aos valores de pH,
condutividade, cloretos, hidrocarbonetos totais, fendis, nitro-
génio amoniacal, sdlidos dissolvidos totais e metais (Cd, Pb,
Cu, Cr, Mn, Zn, Hg e Ni).

Os ensaios de toxicidade foram realizados com a alga
Selenastrum capricornutum (também conhecida como
Raphidocelis subcapitata ou Pseudokirchneriella subcapitata),
conforme USEPA (1994). Em todos os ensai s as solugdes-teste
foram compostas de 97,7% de &gua subterranea, acrescenta-
dade 1,3% de solucéo nutritiva e 1,0% de suspensao algacea.

Para os ensaios de inibicdo do crescimento com aaga S
capricornutum as solugdes-teste foram inoculadas com uma sus-
pensao algécea capaz de conferir concentracdo de 10% cal.mi— em
um volume final de 100 ml por réplica. Foram utilizadas 4
réplicas para cada amostra, mantidas a 25 + 2°C em umain-
tensidade luminosa de 3.500 lux por 96 horas em constante
agitacdo. Apds o periodo de exposicéo, a densidade algacea
foi medida através da leitura da absorbancia no comprimento
de onda de 684 nm (Rodrigues, 2002) e o resultado comparado
ao grupo-controle.
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Apobs a execucdo dos ensaios de toxicidade, o carater
de toxico ou ndo-toxico foi conferido as amostras com auxilio
do programa computacional “TOXSTAT 3.3 Computer
Program” (Gulley et al., 1988), determinando estatisticamente
as amostras que apresentaram diferenca estatisticamente sig-
nificativa em relacéo aos grupos-controle.

O grau de relacionamento entre os nivel's de concentracdo
dos parémetros quimicos avaliados e os resultados dos ensaios
de toxicidade foram medidos através do coeficiente de cor-
relacdo de Spearman (o = 0,05). Como medida da toxicidade
foram utilizadas as diferencas percentuais entre 0s grupos-
controle e 0s grupos expostos a cada uma das amostras ava-
liadas.

Todas as andlises estatisticas envolvendo os parametros
guimicos avaliados foram néo-paramétricas em funcéo da
grande variabilidade dentro de cada parametro, do pequeno
nimero de repeticdes em cada ambiente e da grande quan-
tidade de valores ndo detectados encontrados nas andlises
guimicas realizadas.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Para o total de amostras analisadas, os dados obtidos
demonstraram alta freqiiéncia de amostras com efeito inibi-
tério sobre S. capricornutum (72%). Para as amostras do
aquifero livre, quimicamente mais impactado, foram obser-
vados efeitos de toxicidade estatisticamente significativos para
S. capricornutum em 84% das amostras. Ja para o aquifero
semiconfinado foram observados efeitos de toxicidade esta-
tisticamente significativos em 60% das amostras (Tabela 1).
Os porcentuais de amostras com efeitos inibitérios para S.
capricornutum foram consideravel mente superiores aos re-
portados por Arenzon (2004) para as mesmas amostras. Se-
gundo esse autor foram observados porcentuais de 26% de
amostras com efeitos toxicos para 0 microcrustaceo
Ceriodaphnia dubia e 24% para o peixe Pimephales promelas.

Considerando-se o porcentual de toxicidade apresentado
por amostra (diferenca do porcentual de efeito causado por
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amostra em relacdo ao porcentual observado no respectivo
grupo-controle) e sua correlacao com os resultados das andlises
quimicas realizadas nos dois ambientes avaliados, foi possivel
verificar alguns valores estatisticamente significativos que
permitiram identificar par@metros que poderiam estar influ-
enciando atoxicidade observada. Uma fraca correlacéo positiva
(r = 0,298), porém estatisticamente significativa (p < 0,05),
foi observada entre a toxicidade para S. capricornutum e a
concentracdo de manganés nas amostras do aquifero livre
(Tabela 2).

Dos metais avaliados, 0 manganés total foi o Unico
detectado na maioria dos pocos de monitoramento em todas
as amostragens realizadas, ocorrendo em 87% das amostras
do aqiifero livre e em 100% para o aquiifero semiconfinado.
Quando detectado, 0 manganésfoi observado em concentracdes
entre 0,024 mg.L™ e 2,25 mg.L*. Dados disponiveis sobre
as aguas subterraneas da érea estudada (FAURGS, 2003) men-
cionam as concentracfes observadas de manganés como
decorrentes da composi¢ao natural do solo do local.

S&o encontrados na literatura dados referentes &
toxicidade do manganés para algas. Concentracdes de
manganés entre 3 e 50 mg.L* sdo causadoras de inibicdo da
divisdo celular, da fotossintese e da captura de carbono em
Chlorella, conforme reportado por Christensen & Scherfig
(1979). Esses mesmos autores reportam ainda que a concen-
tracdo de 3,1 mg.L~! de manganés é suficiente para causar
reducéo de 50% no crescimento celular de S. capricornutum.
Hue et al. (1998) apresentam concentracdes entre 0,1 e 0,5
mg.L! de manganés como sendo o limite para a observa-
¢ao de efeitos danosos desse el emento sobre plantas cultivadas.
Entretanto, segundo Foster & Gomes (1989) e FAURGS
(2003), atendéncia a precipitacdo sob a forma de 6xidos do
manganés em aguas subterraneas reduz consideravel mente
sua disponibilidade aos organismos aquaticos e, consequien-
temente, sua probabilidade de causar efeitos téxicos dire-
tos. Segundo Franklin et al. (2002), interacBes competitivas
entre nutrientes e metais inibidores tém sido identificadas
para algumas espécies de microalgas.

Tabela 1 — Porcentual de amostras de dguas subterraneas que apresentaram toxicidade para S. capricornutum
nas amostras do aqguifero livre (A) e para o aqliifero semiconfinado (B) da area de estudo, em cada uma das campanhas amostrais.

A B

Comiara Neanosras LG | et Neamosras
Jan-2001 9 100% Fev-2002 10 40%
Ago-2001 9 89% Ago-2002 10 80%
Jan-2002 9 78% Jan-2003 10 60%
Ago-2002 9 78% - - -
Jan-2003 9 78% - - -

M édia 9 84% Média 10 60%




10 J. Braz Soc. Ecotoxical., v. 1, n. 1, 2006

Arenzon & Raya-Rodriguez

Tabela 2 — Coeficiente de correlagdo de Spearman entre os parametros quimicos analisados e o grau de
toxicidade definido pelas diferencas porcentuais obtidas entre os grupos-controle e os grupos expostos a cada uma
das amostras avaliadas nos pocos de monitoramento do aqtiifero livre da érea de estudo.

Par ametr os analisados

Coeficiente de correlacéo de

Spear man
Nitrogénio amoniacal -0,076
Cloretos -0,211
Condutividade 0,219
Fendis -0,172
Fésforo 0,268
Hidrocarbonetos totais 0,119
pH 0,127
S6lidos dissolvidos totais -0,093
Cd 0,012
Mn 0,298*
Ni -0,155
Pb -0,130
Zn 0,005

* Correlagdo significativap < 0,05.

De acordo com esses autores, 0 manganés pode indispo-
nibilizar metais como o cadmio, zinco e cobre. Stuetz et al.
(1996) concluiram que ions de cobre, zinco, cobalto e niquel
podem ser indisponibilizados pela formac&o de co-precipi-
tados estaveis de 6xidos de manganés, através da oxidacéo
desse metal por algas e bactérias. De acordo com Stauber &
Florence (1985), em ensaios de toxicidade com cobre e
manganés utilizando algas como organismo-teste, uma con-
centracdo de 0,05 mg.L* de manganésfoi suficiente parareduzir
atoxicidade do cobre. O manganés adere-se amembrana celular
das algas e adsorve metais como o cobre, impedindo sua
absorcéo pela célula.

Assim, os metais contidos na solucéo-teste dos en-
saios de toxicidade poderiam ter suas disponibilidades af etadas
por um constituinte natural da érea de estudo, influenciando
os resultados obtidos, podendo causar falsos resultados de
toxicidade.

CONCLUSAO

Considerando-se: (1) a baixa disponibilidade natural do
manganés aos organismos em funcdo de sua natura precipitacéo
sob a forma de Oxidos de manganés; (2) a eficiéncia do
manganés como captador de metais em ambientes aquaticos
através da adsorc¢do, troca idnica e co-precipitacao; (3) a
ocorréncia, para algumas espécies de microagas, de interagbes
competitivas entre nutrientes e metais inibidores; (4) o fato
de o manganés poder tornar indisponiveis metais como Zn,
Co, Ni e Cu (utilizados como micronutrientes para o crescimento

de algas) através daformacao de co-precipitados estaveis de
Oxidos de manganés; e (5) o constante aporte de oxigénio nas
amostras durante a execucao dos ensaios com algas devido
a agitacdo orbital dos frascos, conclui-se que ndo deve ser
descartada a possibilidade de interferéncia desse metal, na-
tura mente presente na grande maioria das amostras ambientais,
sobre a biodisponibilidade dos micronutrientes acrescenta-
dos as amostras para arealizacdo do ensaio de toxicidade com
algas.
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RESUMO

Testes agudos e testes de fuga foram realizados com populac@es |laboratoriais do isépodo Cubaris murina para avaliar
sua sensibilidade ao glifosato. As solucBes contaminantes foram preparadas a partir do herbicida Roundup®. Nos tes-
tes agudos, dez filhotes foram confinados e expostos em cada tratamento: solo com trés concentracdes diferentes de glifosato
e solo controle (sem contaminante). A mortalidade foi observada apés 7 dias. Utilizou-se o teste de Spearman-Karber para
calcular aLC,,. Nos testes de fuga, dez juvenis foram soltos no centro de cada recipiente-teste, com quatro porgoes de
solo: trés porcdes com diferentes concentracdes de glifosato e um controle. A preferéncia dos isépodos foi registrada apds
1,5, 2, 3, 4 e 24 horas. Utilizou-se ANOVA para verificar se houve diferencas significativas entre o niimero médio de isdpodos
em cada tratamento e o controle. A 7-d-LC, foi de 35,5 mg gli/g solo. Nos testes de fuga, diferencas significativas (p <
0,05) em relacdo ao controle, indicando a fuga, ocorreram em todos os tratamentos, inclusive em 5,12 mg gli/g solo, ja
apos 1,5 hora. O comportamento de fuga foi um alvo fisiol6gico muito sensivel, avaliavel em experimentos de baixo custo,
apresentando uma resposta rapida e de grande relevancia ecol dgica.

Palavras-chave: ecotoxicologia, isopoda, glifosato, mortalidade, testes de fuga.

ABSTRACT

Behavior of Cubaris murina Brandt (Crustacea: |sopoda)
in soil contaminated with glyphosate: avoidance testsin laboratory

Acute tests and avoidance tests were carried out using laboratory populations of Cubaris murina, to assess their sensi-
bility to glyphosate. The contaminant solutions were prepared by herbicide Roundup®. In the acute tests, ten offspring
were confined and exposed to each treatment: soil with different concentrations of glyphosate and soil without contaminant
(control). Mortality was observed after 7 days. The Spearman-Karber test was used to calculate the LC_,. In the avoid-
ance tests, ten juveniles were put on the center of each recipient-test, with four portions of soil: three portions with dif-
ferent concentrations of glyphosate and one control. The preference of the isopods was registered after 1.5, 2, 3, 4 and
24 hours. ANOVA was used to verify whether there were significant differences among the mean number of isopodsin
each treatment and the control. The 7-d-LC, was 35.5 mg gli/g soil. In the avoidance tests, significant differences (p <
0.05) in relation to the control, which indicated avoidance, occurred in all treatments, including 5.12 mg gli/g soil, al-
ready at 1.5 hour. The avoidance behavior was a very sensitive endpoint, assessed in low cost experiments, showing a
rapid response and having an important ecological role.

Key words: ecotoxicology, isopoda, glyphosate, mortality, avoidance tests.

INTRODUCAO tradicionais respostas na sobrevivéncia, crescimento e repro-

ducdo (Drobne, 1997). Porém, os alvos fisiol6gicos mais

Atualmente, testes de toxicidade baseados em alvos ~ comumente usados nos estudos com isdpodos ainda sdo
fisiol6gicos que avaliam alterages biogquimicas, comporta-  mortalidade, crescimento e reproducio. Ainda segundo Drobne
mentais ou histol 6gicas tém sido desenvolvidosem lugar das ~ (1997), a desvantagem de usar a mortalidade é que se trata
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de um alvo de baixa sensibilidade; ja crescimento e reproducéo
podem requerer experimentos de longa duracéo, além da alta
variabilidade individual das respostas.

Testes de comportamento de fuga podem ser indicadores
muito sensiveis de contaminacdo quimica. Dados sobre pre-
feréncias e fuga sdo relativamente simples de ser coletados
e ecologicamente relevantes, além do baixo custo e da res-
posta rapida (Yeardley et al., 1996).

Mudancas comportamentais induzidas por xenobiéticos
podem dterar o regime de exposi¢ao de um organismo ao toxico
e podem ser importantes para a avaliacéo do risco ambiental,
desde que o risco sgjaem funcdo da probabilidade de exposicéo
e suscetibilidade ao toxico (Yeardley et al., 1996).

Testes de fuga vém sendo realizados com organismos
aquéticos, como peixes (Svecevicius, 2001), cladéceros (L opes
et al., 2004) e anfipodos (Kravitz et al., 1999), e principal-
mente com organismos terrestres, como minhocas (Yeardley
et al., 1996) e isépodos (Loureiro et al., 2002; Odendaal &
Reinecke, 1999).

Em muitos estudos, 0 comportamento de fugatem sido
muito mais sensivel do que aletalidade (Yeardley et al., 1996).
Alguns exemplos sdo os trabalhos de: Kravitz et al. (1999),
sobre aresposta de anfipodos a sedimentos contaminados com
hidrocarbonetos arométi cos; Svecevicius (2001), sobre ares-
posta de trutas a misturas de metais pesados; e Lopes et al.
(2004), sobre a evitagéo da contaminagdo com chumbo por
Daphnia longispina.

Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivos de-
terminar aL C_ (concentraggo letal para 50% dos organismos)
do glifosato para a espécie Cubaris murina Brandt (1833) e
verificar se ha nesse isdpodo a capacidade de evitar ou ndo
0 solo contaminado com glifosato em concentracGes meno-
resquealC,,.

MATERIAISE METODOS

Os isdpodos utilizados nos testes foram oriundos de uma
fazenda em Simdes Filho, Bahia, sendo mantidos por vérias
geracdes em laboratdrio ha cerca de dois anos. O solo utilizado
foi 0 mesmo dos cultivos dos isdpodos no laboratério, oriundo
do Centro de Mandioca e Fruticultura— EMBRAPA (Cruz das
Almas). O solo foi peneirado antes do uso.

Testes agudos foram realizados para encontrar a7-d-LC_
(concentragdo letal para 50% dos organismos em 7 dias) do
glifosato para Cubaris murina. Optou-se pel s ensaios com
duracdo de 7 dias devido aresisténcia dessa espécie a0 glifosato
em ensaios com duragdo de 48 horas, ja verificada anteriormente
(Niemeyer, 2004). Para a montagem dos testes agudos, por¢des
de 75 g de solo foram pesadas e contaminadas com solugtes
preparadas a partir do herbicida Roundup® e agua destila-
da. Posteriormente, o solo foi homogeneizado e distribuido
entre as réplicas da mesma concentragéo, em recipientes de
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vidro com 7 cm de didmetro e 4 cm de atura. No controle,
utilizaram-se apenas solo e agua destilada. As concentracdes
utilizadas foram: controle, C1 (12 mg gli/g solo), C2 (24 mg
gli/g solo) e C3 (48 mg gli/g solo).

Os filhotes utilizados, com quatro a sete dias de vida,
foram distribuidos aleatoriamente entre as réplicas, perfazendo
um total de dez individuos por réplica, com os testes sendo
realizados em triplicata. Utilizaram-se filhotes por se acreditar
gue nessa fase os individuos sdo mais sensiveis do que na
fase adulta. Durante o experimento, nenhum alimento foi
adicionado. O nimero de sobreviventes em cada tratamento
apos o periodo determinado foi registrado. Os dados foram
lancados no programa TSK, Teste de Spearman-Karber, para
calcular aLC,,.

Para os testes de fuga, foram utilizadas 6 bandejas plés-
ticas de 34 cm de didmetro e 11 cm de altura, seguindo a
distribuicéo das concentracdes em cada réplica (Figura 1).

Para testar a hipétese de que os isdpodos distribuem-
se aleatoriamente entre os quadrantes dos recipientes-teste,
um experimento inicial foi realizado sem contaminante algum,
apenas com solo e agua destilada em todos os quadrantes. As
leituras e aandlise dos dados foram redlizadas da mesmaforma
que no teste com contaminante.

Em cada réplica havia quatro quadrantes. um controle
(Co) e trés concentragdes crescentes de glifosato (C1, C2 e
C3). Cada quadrante dentro das réplicas continha 75 g de solo,
com aproximadamente 1,5 cm de altura, contaminado com a
respectiva solugdo contaminante ou contendo apenas agua
destilada (controle). As solucdes contaminantes foram pre-
paradas a partir do herbicida Roundup® e &gua destilada, em
bal 6es volumétricos. As concentragcBes nominaisiniciais de
glifosato usadas foram 5,12 mg gli/g solo (C1), 10,24 mg gli/
g solo (C2) e 20,48 mg gli/g solo (C3).

No centro de cada réplica, dez individuos de C. murina
da populacdo mantida em laboratério foram soltos. Utiliza-
ram-se organismos juvenis, de ambos 0s sexos, que ndo con-
tinham acumulos de célcio (que antecedem a ecdise). Os
organismos foram distribuidos a eatoriamente entre as réplicas.
Borrifadas de dgua destilada foram adicionadas as paredes
internas das bandejas-teste, e as mesmas permaneceram par-
cialmente cobertas com umatampa escura, evitando aexcessiva
evaporacao da agua e reduzindo aincidéncia de luz.

Os is6podos puderam andar livremente entre os
guadrantes. As leituras foram realizadas apés 1,5, 2, 3, 4 e
24 horas, observando-se quantos isdpodos estavam presen-
tes em cada quadrante. Os is6podos que se encontravam nos
espacos entre os quadrantes ndo foram considerados naandlise.

Para a andlise dos dados do teste de fuga, utilizou-se
andlise de variéncia (ANOVA), de entrada Unica, para veri-
ficar se as médias obtidas no controle apresentavam diferencas
significativas (p < 0,05) quando comparadas as médias das
demais concentracdes, para cada leiturarealizada (Zar, 1996).
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Para verificar se as concentragdes diferiam entre si quanto ao
ndmero de isdpodos, utilizou-se o teste de comparacfes
multiplas de Tukey-Kramer. Com o teste de Bartlett, verifi-
cou-se a homogeneidade das amostras; em alguns casos, 0
mesmo recomendou o uso de ANOVA néo-paramétrica. Nesses
casos, utilizou-se o teste de comparagdes multiplas de Dunn.

RESULTADOSE DISCUSSAO

No resultado do teste agudo, o isdpodo Cubaris murina
apresentou-se pouco sensivel ao glifosato, sendo a 7-d-LC,,
do glifosato para essa espécieigua a 35,55 mg gli/g solo (31,89-
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39,62). Os resultados evidenciam a necessidade de estudar
outros alvos fisiol 6gicos mais sensiveis do que mortalidade
para essa espécie, em relacéo ao glifosato.

Quanto aos testes de fuga, no experimento inicial sem
contaminantes, 0s isdpodos distribuiram-se a eatoriamente, ndo
havendo diferencas estatisticas entre os quadrantes (Figura 2).
Sendo assim, realizou-se 0 experimento com solo contaminado.

No experimento onde se utilizou solo contaminado com
glifosato, péde-se notar imediata evitagdo aos quadrantes
contaminados, que apresentaram diferencas significativas em
relacdo ao controle ja 1,5 hora apds o inicio do experimen-
to (Figura 3).

Réplica 1

Réplica 2

Réplica 3

Réplica 4

Réplica 5

Réplica 6

Figura 1 — Diagrama esguemético da distribui¢éo das concentragdes nas seis réplicas do teste de fuga.
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Figura 2 — Numero médio de isdpodos em cada quadrante nos diferentes horarios de leitura apds o inicio do experimento. Experimento inicial,
utilizando apenas solo e &gua destilada em todos os quadrantes, demonstrando a distribuicéo aleatéria dos isdpodos.
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Figura 3 — NuUmero médio de isépodos em cada tratamento nos diferentes horarios de leitura apds o inicio do experimento.
Asteriscos indicam diferencas significativas (p < 0,05) em relacéo ao controle.

Ja entre os quadrantes contaminados, estes nunca foram
significativamente diferentes entre si (p < 0,05) quanto ao
nimero médio de isdpodos.

Van Straalen & Van Rijn (1998) afirmam que “repro-
ducéo e crescimento sdo alvos fisiol 6gicos mais relevantes
do que mortalidade, porque os efeitos nestes pardmetros
aparecem a menores niveis de exposi¢ao”.

Sendo assim, no presente trabalho, 0 comportamento de
fugafoi um alvo fisiol6gico mais relevante do que a morta-
lidade, devido a sua sensibilidade em detectar o glifosato.
Enquanto a 7-d-LC_, do glifosato para essa espécie foi 35,5
mg gli/g solo, o comportamento de fuga ocorreu até mesmo
para a concentragdo de 5,12 mg gli/g solo, j& ap6s 1,5 hora
do inicio do experimento. Além de ser muito sensivel e de
apresentar resposta rapida, o comportamento de fuga pode ser
observado através de experimentos de baixo custo.

Segundo Lopes et al. (2004), se as populacbes naturais
tém a habilidade de fugir do ambiente contaminado antes que
efeitos letais ou subletais ocorram, ent&o o desaparecimen-
to desses animais € equivalente a erradicacédo da popul agéo
inteira. sso demonstra a relevancia ecol dgica de estudos sobre
0 comportamento de fuga dos organismos, pois testes onde
0s mesmos ficam confinados tornam os resultados distantes
da realidade, nos casos em que a fuga seja provavel.
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RESUMO

Os isopodos terrestres desempenham papel fundamental na ciclagem de nutrientes, contribuindo para os primeiros processos
de decomposic¢ado do folhico. Neste trabal ho, foram utilizados individuos oriundos de cultivo laboratorial do isdpodo terrestre
Cubaris murina em ensaios ecotoxicol 6gicos, buscando-se avaliar sua sensibilidade ao glifosato através de efeitos na
biomassa. As solugdes contaminantes foram preparadas a partir do herbicida Roundup®. As concentragdes nominaisiniciais
usadas foram 4,8; 9,6; 14,4; e 19,2 mg glifosato/g solo. Dez filhotes com 2 a 4 dias de vida foram expostos em cada
tratamento e em um controle. Os tratamentos, em quadruplicata, receberam borrifadas de dgua destilada regularmente.
Ao final de cinco semanas, os isdpodos foram pesados, e 0 peso médio dos individuos de cada tratamento foi comparado
com o controle, utilizando-se ANOVA. Diferencas significativas em relacéo ao controle (p < 0,001) foram encontradas
nos tratamentos com 14,4 e 19,2 mg glifosato/g solo nas duas vezes em que o experimento foi realizado. Efeitos na biomassa
mostraram-se mais sensiveis do que a 7-d-LC,, do glifosato para C. murina (35,5 mg gli/g solo).

Palavras-chave: ecotoxicologia, isopoda, glifosato, biomassa.

ABSTRACT

Effects on biomass of Cubaris murina Brandt (Crustacea: | sopoda)
exposed to soil contaminated with glyphosatein laboratory studies

Terrestrial isopods play an important role in the cycling of nutrients, contributing to the first processes of litter decom-
position. In this work, organisms of Cubaris murina from laboratory cultures were used in ecotoxicity tests, to assess their
sensibility to glyphosate how it affects their biomass. The contaminant solutions were prepared by herbicide Roundup®.
The initial nominal concentrations were 4.8, 9.6, 14.4 and 19.2 mg glyphosate/g soil. Ten offspring of 2 to 4 days old
were exposed in each treatment and in one control. All the treatments, in quadruplicate, received regularly sprays of distilled
water. After five weeks, the isopods were weighed, and the mean weight of the isopods of each treatment was compared
to the control, using ANOVA. Significant differencesin relation to control (p < 0.001) were encountered on 14.4 and 19.2
mg gli/g soil in two repetitions of the experiment. Effects on biomass showed more sensibility than 7-d-LC_, of glyphosate
to C. murina (35.5 mg gli/g soil).

Key words: ecotoxicology, isopoda, glyphosate, biomass.

INTRODUCAO de toxicidade com invertebrados (Odendaal & Reinecke, 1999),
devido arelevancia ecol 6gica deste paréametro.
Alvos fisiol6gicos ou enpoints como sobrevivéncia, Véarios trabalhos vém sendo realizados com is6podos

crescimento e reproducédo sdo respostas mensuraveisapoluentes  terrestres, utilizando a biomassa ou reservas de energia dos
(Drobne, 1997). A mudanca na massa do corpo é geralmente  organismos como resposta a substrato ou dieta contaminada.
reconhecida como um sensivel alvo fisiol6gico em estudos  Khalil et al. (1995) constataram gue o crescimento de Porcellio
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scaber foi seriamente afetado pela exposicéo ao cadmio, através
do alimento contaminado, por seis semanas.

Ainda sobre metais pesados, Odendaal & Reinecke (1999)
estudaram os efeitos subletais do chumbo para o is6podo
Porcellio laevis em experimentos que duraram oito semanas,
tendo os resultados indicado que o chumbo afetou negativa-
mente o0 peso dos isdpodos.

Vink et al. (1995) demostraram que a rota de exposi-
¢do é de grande importéncia para a determinacao de efeitos
letais e subletais de pesticidas em isépodos. Usando trés
pesticidas (benomyl, carbofuran e diazinon), testando sepa-
radamente as vias de exposicado substrato e alimento para o
isdpodo Porcellionides pruinosus, concluiram que foi mais
critica para o isdpodo a exposicdo através do substrato do que
através do alimento. Os valores para L C_ (concentragdo letal
para 50% dos organismos) de benomyl e diazinon para o
isdpodo chegou a ser 25 vezes menor quando a via de exposicéo
foi o substrato. Os autores explicam que o substrato pode ser
uma rota de exposic¢éo mais critica devido ao fato de ele ge-
ralmente conter menos matéria organica do que os itens ali-
mentares. Sabe-se que substancias toxicas como pesticidas sdo
menos disponiveis e menos toxicas aos organismos onde ha
grande quantidade de matéria organica, devido a adsorcéo do
pesticidaaela.

Estudando os efeitos subletais do organofosforado
dimetoato para o isdpodo terrestre Porcellio scaber, Fischer
et al. (1997) observaram reducéo no crescimento e na taxa
reprodutiva quando o produto foi misturado ao solo. Os
isdpodos ficaram expostos ao pesticida durante quatro semanas.
O valor de EC, (concentragéo de efeito para 50% dos orga-
nismos) do dimetoato para ataxa de crescimento foi em torno
dametade daLC, . O dimetoato foi mais toxico a P. scaber
guando misturado ao solo do que quando misturado a dieta.
Como a cuticula de Porcellio sp. € constituida por 53-54%
de &gua, embora tracos de lipidios estejam presentes, a cuticula
nado forma efetiva barreira ao fluxo de &gua (Warburg, 1993),
0 que pode ser uma provavel explicacdo para o fato de a
exposi¢ao pelo solo contaminado (via absorgdo) ser mais critica
do que o alimento contaminado.

Estudos sobre a toxicidade de herbicidas ja vém sendo
realizados com isopodos terrestres. Eijsackers (1991) concluiu
que o isdpodo Philoscia muscorumfoi afetado por contato direto,
ingestéo de herbicida acumulado no folhico e reduzida taxa de
consumo devido aos herbicidas 2,4,5-T, amitrole e glifosato.
Dependendo da combinacéo especifica do folhico e herbicida,
isto pode afetar afragmentacao do folhigo, primeiro passo para
a ciclagem da matéria organica na natureza.

Mohamed et al. (1992) constataram que a sobrevivéncia
e 0 peso do isdpodo Hemilepistus reaumuri foram adversa-
mente af etados pelo glifosato em experimentos que duraram
sete dias e cuja via de exposicéo foi o substrato.

Niemeyer et al.

Em ensaios ecotoxicol 6gicos agudos, com duracéo de
sete dias, 0 isdpodo Cubaris murina apresentou grande re-
sisténcia ao glifosato, cuja 7-d-LC, foi de 35,5 mg glifosato/
g solo (Niemeyer, 2004). Devido a auséncia de estudos so-
bre efeitos subletais em Cubaris murina, e pelo fato de os
isbpodos serem usados como representantes da fauna
macrodecompositora do solo nos estudos sobre os efeitos de
pesticidas em espécies ndo-alvo, buscou-se neste trabalho
pesquisar os efeitos do glifosato, herbicida amplamente uti-
lizado, sobre essa espécie de isdépodos. Os alvos fisioldgicos
escol hidos foram biomassa (peso médio dos individuos em
cada tratamento) e sobrevivéncia, apos cinco semanas em solo
contaminado.

MATERIAISE METODOS

Os isdpodos utilizados nos testes vieram de uma fazenda
em Simdes Filho, Bahia, sendo mantidos por varias geragoes
em laboratério hé cerca de dois anos. O solo utilizado foi o
mesmo dos cultivos dos isdpodos no laboratorio, oriundo do
Centro de Mandioca e Fruticultura— EMBRAPA (Cruz das
Almas). O solo foi estocado em sacos plasticos, mantido no
laboratério e peneirado antes do uso.

Para observacdo de efeitos subletais do glifosato em C.
murina e também da sobrevivéncia desses isdpodos, as se-
guintes concentracBes nominais iniciais foram utilizadas:
controle (solo com &gua destilada), C1 (4,8 mg glifosato/g solo),
C2 (9,6 mg glifosato/g solo), C3 (14,4 mg glifosato/g solo)
e C4 (19,2 mg glifosato/g solo). Para obter a concentragdo
nominal inicial desejada de glifosato no solo, as porc¢des de
solo foram peneiradas e pesadas. Apos, foram contaminadas
com solugdes preparadas a partir do herbicida Roundup® e
agua destilada. A concentragao nominal de glifosato no
Roundup® é de 480 g/L.

Recipientes plasticos de 14 x 10 cm e 4 cm de atura
receberam 1 cm de solo do respectivo tratamento. Dez
organismos, com idade entre dois e quatro dias de vida, foram
distribuidos al eatoriamente entre as quatro réplicas de cada
tratamento. Utilizaram-se filhotes por se acreditar que nessa
fase os individuos séo mais sensiveis do que na fase adulta.

Os tratamentos receberam borrifadas diarias de agua
destilada para manter a umidade minima necessaria a
sobrevivéncia dos isdpodos. A principal fonte de alimento foi
0 préprio substrato, porgue apenas semana mente foi adicionada
racéo AlconBasic® ao teste para complementar a alimentagdo.

ApOs completar as cinco semanas, todos os individuos
foram contados e pesados, e a média de peso dos individuos
de cada concentracdo foi comparada ao controle e aos demais
tratamentos, através da utilizacdo da ANOVA, para verificar
se as diferencas entre as médias de peso foram significativamente
diferentes (p < 0,05). Devido a ndo homogeneidade das amostras,
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apontada pelo teste de Bartlett, foi utilizada ANOVA ndo
paramétrica com o teste de comparagdes multiplas de Dunn (Zar,
1996). Animais que morreram durante o experimento foram
excluidos dos dados de peso, sendo aandlise restrita aos animais
gue sobreviveram durante todo o experimento.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Com a pesagem dos individuos apds cinco semanas nos
diferentes tratamentos, pode-se observar os efeitos do glifosato
sobre 0 peso médio dos isdpodos (Figura 1). Em todos os tra-
tamentos, 0 peso médio foi menor do que no controle. Porém,
apenas nas concentragdes C3 e C4, que continham 14,4 € 19,2
mg gli/g solo, respectivamente, as diferengas em relagdo ao
controle foram significativamente diferentes (p < 0,001). Di-
ferencas significativas (p < 0,05) também foram encontradas
a0 comparar concentragBes com C1 e C2, que continham
4,8 € 9,6 mg gli/g solo, respectivamente. O experimento foi
realizado duas vezes, e as mesmas diferencgas foram encon-
tradas.

A redugéo no crescimento pode ser resultado de evitagdo
ao alimento (neste caso, ao substrato, que também serviu de
alimento), conformeVink et al. (1995), que constataram redugéo
no consumo de alimento contaminado com pesticidas por
Porcellionides pruinosus, através da quantidade de fezes gerada
Sugere-se que a pal atabilidade do alimento possa ser afeta-
da pelo pesticida

Porém, ainani¢&o pode ndo ser a Unicarazdo daredugéo
do crescimento. Pode ter havido aingest&o do substrato con-
taminado ou, como sugerido por Fischer et al. (1997), pode
haver a absorcdo do contaminante do substrato através da
cuticula do isdpodo. Donker (1992) sugere que 0s organis-
MOs usam energia pararesistir ao contaminante, deixando menos
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energia para o crescimento, podendo, assim, resistir por meio
de evitacéo e/ou detoxificacdo, e ambos utilizam energia.

As variac8es de peso dos isopodos dentro de um mesmo
tratamento e no controle refletem que a taxa de crescimen-
to é muito variavel mesmo entre os individuos de uma mesma
espécie e com a mesma idade, como indicado por Drobne
(1997), Odendaal & Reinecke (1999) e Staak et al. (1998).

Houve grande mortalidade no controle (Figura 2), e é
bem provavel que isso se deva ataxa normal de mortalidade
entre os filhotes, ja que foram utilizados organismos com
idade entre dois e quatro dias de vida. A literatura sobre o
assunto cita grande mortalidade entre os filhotes no primeiro
més de vida fora do marsupio (Warburg, 1993).

A partir dos resultados apresentados, foi possivel constatar
gue a biomassa, apds exposi¢ao prolongada em concentracdes
subletais, foi um alvo fisiol égico bastante sensivel ao glifosato,
em relacdo aos testes agudos de curta duracdo. Todos os tra-
tamentos apresentaram crescente diminuicdo do peso médio
dos individuos a medida que a concentracdo do glifosato era
maior no solo. Porém, diferencas significativas em relacdo ao
controle foram encontradas apenas para as concentrages C3
e C4, contendo 14,4 e 19,2 mg gli/g solo, respectivamente;
também apresentaram diferencas significativas em relacdo a
CleC2 (4,8 €9,6 mggli/g solo, respectivamente).

Como houve grande mortalidade no controle (30%),
recomenda-se a realizacéo de ensaios com isdpodos de mais
idade, buscando-se evitar a mortalidade comum entre os fi-
Ihotes.

Acredita-se que a biomassa sgja um alvo fisiol6gico mais
adequado para avaliacdo dos efeitos do glifosato em ensaios
de longa duracdo com Cubaris murina do que a sobrevivéncia,
apesar das variaces de peso encontradas dentro dos tratamentos
ejadiscutidas na literatura.

Peso médio (mg)
N w BN [&)] » ~

Concentragdes

OControle

EC1 (4,8 mg gli/g solo)
OC2 (9,6 mg gli/g solo)
B C3 (14,4 mg gli/g solo)
O C4 (19,2 mg gli/g solo)

Figura 1 — Peso médio dos individuos, ap6s cinco semanas, nos diferentes tratamentos com glifosato. As barras indicam o desvio-padré&o.
Asteriscos indicam diferencas significativas em relagdo ao controle (p < 0,001) e em relagdo a C1 e C2 (p < 0,05).
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Niemeyer et al.

100

801

60

40+

Sobrevivéncia (%)

201

Co C1

Cc2 C3 C4

Tratamento

Figura 2 — Porcentagem de sobrevivéncia dos isdpodos apds 5 semanas nos diferentes tratamentos: Co (controle),
C1 (4,8 mg gli/g solo), C2 (9,6 mg gli/g solo), C3 (14,4 mg gli/g solo) e C4 (19,2 mg gli/g solo).
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RESUMO

Neste estudo foram determinadas as concentracdes de selénio total (TSe) no tecido muscular e no figado de trés espécies
de peixes e, também, nos tecidos moles de uma espécie de bivalve. As amostras sofreram um tratamento &cido, e o TSe
foi determinado por Absorcéo Atdémica com forno de grafite (GF-AAS) equipado com corretor Zeeman. As concentracdes
de Se no tecido muscular foram mais elevadas no peixe carnivoro. O figado foi 0 6rgéo que apresentou as maiores concen-
tracdes de Se paratodas as espécies de peixe. Nos peixes, a concentracéo de Se no tecido muscular apresentou correlacdo
significativa e positiva com o comprimento total. Os mexilhdes apresentaram correlacéo significativa (Spearman) entre
a concentracdo de Se nos tecidos moles e o indice de condicéo (IC). Todas as espécies estudadas apresentaram concen-
trac@o de TSe no tecido muscular e nos tecidos moles dentro dos limites aceitaveis pela OMS (1,5 ng.g™ em peso Umido)
para o consumo humano.

Palavras-chave: selénio total, peixes e mexilhdo, Baia de Guanabara, habito alimentar.

ABSTRACT

Selenium in tissues of marine organisms of Guanabara Bay, Brazil

This study assessed total selenium concentrations in the muscle tissues and liver samples of three fish species and also
in the soft tissues of abivalve. The samples were digested with concentrated acid and analyzed by GF-AAS using Zeeman
background correction. Concentrations of selenium in the muscle tissue samples were higher in carnivorous fish. The liver
samples of all studied fish species presented the highest total selenium concentration. The fish species presented a high
positive correlation (Spearman) between their total lengths and total selenium concentration. A significant correlation was
observed between the selenium concentration in the mussel soft tissues and the condition index (IC). All studied species
presented the selenium concentrations in the muscle tissue and in the soft tissue below the safety limit established by WHO
for human consumption (1.5 pg.g™ in wet weight).

Key words: total selenium, fish and mussel, Guanabara Bay, feeding habit.

INTRODUCAO

O selénio (Se) é conhecido como um micronutriente
essencia paraamaioriados animais, porém em concentragGes
elevadas é considerado toxico (Chatterjee & Bhattacharya,
2001). Ha grande interesse em entender o comportamento do
Se nos organismos marinhos devido a sua importancia
fisiolégica e toxicol 6gica. Sao poucos os trabal hos dedicados
ao metabolismo e a acumulagdo do Se no meio ambiente

* Corresponding author: Tércia G. Seixas; e-mail: tercia@rdc.puc-rio.br.

aquatico, e seu ciclo biogeoquimico é parcialmente conhecido
(Pelletier, 1985). Alguns estudos relacionados ao metabolismo
do Se nos produtores primérios (Fries, 1982; Price et al., 1987)
eaacumulacéo do Se pelos consumidores (Fowler & Benayoun,
1976) forneceram algumas informacdes basicas a respeito da
importancia e do papel desse elemento para a biota marinha.
Os hivalves e o0s peixes sao reconhecidamente empregados
como biomonitores de Se em ambientes agquéticos (Chatterjee
& Bhattacharya, 2001). Peters et al. (1999) concluiram em
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seus estudos que a cadeia alimentar bentdnica é umaimportante
fonte de Se para os peixes e que a principal rota para a
bioacumulacdo é via cadeia alimentar. Porém, uma variedade
de parametros abi6ticos e bidticos pode influir na eficiéncia
COM gue 0s organisSmos aquiti cos acumulam os metais pesados
e 0 selénio em seus tecidos e 6rgdos (Reinfelder et al., 1998).
A concentracdo de Se nos detritos organicos dos sedimentos
€ mais importante para a contaminagdo da cadeia alimentar
aquética do que a concentracao de Se dissolvido na coluna
d’agua (Peters et al., 1999). Estudos vém mostrando que a
contaminacdo dos s stemas agquéticos por Se pode causar sérios
danos a hiota, inclusive a mortalidade de peixes (Gillespie &
Baumann, 1986).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as concentracdes
de selénio total no tecido muscular e no figado de trés espécies
de peixes bentbnicos com diferentes habitos alimentares (Mugil
liza — tainha, peixe planctivoro; Bagre spp. — bagre, peixe
onivoro; e Micropogonias furnieri — corvina, peixe carnivoro)
e nos tecidos moles de uma espécie de bivalve (Perna per-
na) coletados na Baia de Guanabara (22°S, 43°W, 400 km?),
localizada no Estado do Rio de Janeiro, Brasil (Figura 1).

Segundo aliteratura cientifica, ndo sdo encontrados dados
arespeito de selénio tanto no ambiente quanto nos organis-
mos desse importante ecossistema brasileiro.

MATERIAISE METODOS

Durante os anos de 2000 e 2003, foram coletados, na
Baia de Guanabara, 31 individuos de tainha (peixe planctivoro),
14 individuos de bagre (peixe onivoro), 34 individuos de corvina
(peixe carnivoro) e 40 individuos de mexilh&o (bivalvefiltra
dor). Os mexilhdes foram coletados em trés pontos distintos:
Marina da Gléria (N = 10), Praia da Boa Viagem (N = 10)
e Ponte Rio-Niter6i (N = 20).

As amostras sofreram digest&o acida (HNO,) a quen-
te (Deaker & Maher, 1997) em sistema fechado. A concen-
trac8o de Setotal foi determinada por Absor¢do Atémica com
Forno de Grafite (AAS ZEEnit 60, Analytic Jena) equipado

Seixas et al.

com corretor Zeeman de background, forno de grafite com
plataforma PIN e um auto-amostrador AS52. O madificador
quimico empregado foi 0 Pd. A precisio e a exatiddo do método
andlitico foram determinadas utilizando-se materiais certificados
dereferénciafornecidos pelo National Research Council Canada
(DORM-2, tecido muscular) e pelo Nationa Ingtitute for Science
and Technology (EUA, NIST 2976, tecidos moles de mexilhao).
Os resultados obtidos para DORM-2 (N = 26) e NIST 2976
(N =10) foram 1,39 + 0,23 ug.g* p.s. € 1,91 + 0,14 ug.g-
! p.s., respectivamente. Sendo os valores certificados de 1,40
+ 0,09 ug.g* p.s. parao DORM-2 e 1,80 + 0,15 ug.g* p.s para
o NIST 2976. O limite de deteccéo (3c) para 0 método foi de
1,00 ug.L, e aquantidade minima de selénio determinada foi
de 0,05 ng.g™

Andlise estatistica

Apbs verificar a ndo normalidade na distribuicdo dos
dados (teste W; p = 0,00), aplicaram-se, entdo, 0s testes ndo
paramétricos. andise de variancia (Kruskal-Wallis—ANOVA),
paratestar diferencas na concentracdo de Se entre as espé-
cies, niveistroficos e tecidos, e Mann-Whitney (Teste U), para
comparar a concentracao de selénio nos diversos tecidos dos
organismos. Utilizou-se, também, a correlacdo de Spearman
para verificar se harelacdo entre os parametros estudados.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os resultados sdo apresentados na Tabela 1 e Figura 2.

As concentragdes de Se (em peso Umido) no tecido
muscular dos peixes se mostraram significativamente diferentes
(H =31,90; p=0,00) eforam mais elevadas na corvina, peixe
bentdnico carnivoro.

Entretanto, essa espécie de peixe apresentou concentragso
de Se no figado similar (p = 0,88) a encontrada no mesmo 6rgéo
datainha e significativamente diferente & observada no figa-
do do bagre (H = 17,46; p = 0,00). O figado dos peixes estudados
foi o tecido que apresentou amaior concentragdo de Se quando
comparado ao tecido muscular dos mesmos.

Estado do _Rio de Janeiro

Figura 1 — Localizagdo da Baia de Guanabara no Estado do Rio de Janeiro.
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Tabela 1 — Medianas das concentragdes de selénio total nos tecidos e 6rgédos dos organismos da Baia de Guanabara e seus parametros biol égicos.

Micropogoniasfurnieri  Bagre sp. Mugil liza  Pernaperna
(corvina) (bagre) (tainha) (mexilh&o)
. . 390 400 360 63
Comprimento total médio (mm) (340-580) (320-540)  (290-500)  (45-80)
o 750 710 560 7.8
Peso medio (g) (360-1900) (330-1700)  (310-1620)  (2,69-14,95)
(N =34) (N = 14) (N =31)
Tecido muscular 0,29 0,07 0,11 -
(0,12-1,25) (0,05-0,12)  (0,05-0,18)
(N =14) (N = 14) (N =13)
Figado 2,47 1,30 2,44 -
(0,39-7,53) (1,17-1,71)  (1,04-13,67)
(N = 40)
Tecidos moles - - - 0,16
(0,12-0,27)
Habito aimentar carnivoro onivoro planctivoro filtrador

[TSe] (ug.g ™' p.u.)

2,44

Corvina Tainha

[[J Tecidos moles

M Tecido muscular

Bagre Mexilhdo

[ Figado

Figura 2 — Medianas das concentracdes de selénio nos tecidos dos organismos estudados.

O teste H de Kruskal-WallissANOVA mostrou diferenca
significativa na bioacumulag&o de Se entre os tecidos (H =
95,87; p = 0,00).

Foi realizado o teste de Kruskal-WallissANOVA no
conjunto de todos os dados com o intuito de verificar, entre
o tecido muscular e o figado dos peixes, qual deles sofre maior
influéncia do hébito alimentar naacumulacdo de Se. Observou-

se que apenas o tecido muscular apresentou diferenca
significativa (H = 31,90; p = 0,00) entre as concentragbes de
Se nesse tecido e 0 habito dimentar dos peixes. Essefato indica,
portanto, que esse tecido aparentemente é o Gnico a ser
influenciado pelo hébito alimentar. O fator que provavel mente
mais influencia na acumulagéo de Se pel os organi smos agquéticos
parece ser sua exposi¢ao via &gua, sedimento e, principal mente,
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alimento. Outros fatores que também podem influir sdo: a
espécie de peixe, o habito alimentar, a posicao tréfica, o
comprimento, o0 peso e aidade (Besser et al., 1996).

A mediana da concentracdo de Se obtida para os te-
cidos moles do mexilhdo, 0,16 (0,12-0,27) ug.g* em peso
Umido ou 0,71 (0,61-1,33) ng.g* em peso seco, foi similar
aquel as encontradas por Baldwin & Maher (1997) (0,7-1,8
1g.g em peso seco) e inferior aguelas encontradas em
moluscos bivalves de ambientes relativamente ndo poluidos
daAustrdlia, que variavam de 1,3 a 11 ug.g™* em peso seco
(Lobel et al., 1991), e em ambientes da costa indiana (3,94
1g.g™* em peso seco) (Chatterjee & Bhattacharya, 2001).
Porém, quando comparada as concentrac@es de Se encon-
tradas nos peixes (Figura 2), esta se apresenta inferior aquelas
encontradas no peixe carnivoro, contrariando, assim, a se-
guiéncia de acumulacdo de Se observada por outros autores
na biota aquética, onde apresentaram que os bivalves acu-
mularam mais selénio do que os peixes (Chatterjee &
Bhattacharya, 2001). Tanto nos peixes quanto nos mexilhdes,
as concentracdes de Se encontradas nos tecidos apresentaram-
se abaixo do limite recomendével pelaOMS (1,5 ug.g™* em
peso Umido) para o consumo humano e também apresentaram-
se menores e dentro de uma variagéo habitual quando com-
paradas as concentracdes naturais reportadas em estudos
anteriores.

NaTabela 2 sho apresentadas as correl acles testadas entre
0s comprimentos totais (L) e aconcentracdo de Se nos tecidos
dos organismos estudados.

Seixas et al.

Foram observadas correlac8es significativas (p < 0,05)
entre as concentracfes de Se no tecido muscular e o compri-
mento total (L) da corvina e tainha; onde as concentracdes
apresentaram tendéncia positiva (Tabela 2). Esses resultados
mostraram-se perfeitamente coerentes, uma vez que, com o
aumento do comprimento, ha o aumento da idade do peixe
e, conseglientemente, o aumento do tempo de exposic¢éo do
organismo ao Se, através do ambiente em que ele vive e também
do alimento. Mackay et al. (1975) encontraram relactes sig-
nificativas entre as concentragdes de See o L no tecido muscular
e no figado de peixes (marlim-negro).

Os mexilhdes apresentaram correlacdo significativa e
positiva entre a concentracéo de See o IC. O indice de con-
dicdo (IC) € um parémetro utilizado na normalizacéo de da-
dos de acumulacéo de metais pesados em bivaves (Joiriset al .,
2000), pois, através deste pode-se excluir diferencasindividuais
como tamanho, massa, estégio de vida e ciclo sexual que séo
efeitos importantes no processo de bioacumulacdo de metais-
traco em mexilh8es (Wang, 1987; Cossa, 1989). O teste H de
Kruska-WallisANOVA mostrou diferenca significativa na con-
centracéo de Se nos tecidos moles dos mexilhdes, entre os
diferenteslocais de coleta na Baia de Guanabara (praia de Boa
Viagem, Marinada Gléria e Ponte Rio—Niterdi) (H = 5,96; p =
0,05). Indicando, assim, que provavelmente podem existir lan-
camentos antrépicos desse elemento na Baia de Guanabara,
porém essas concentracfes sdo semel hantes as encontradas em
ambientes considerados naturais (Lobel et al., 1991; Baldwin
& Maher, 1997; Chatterjee & Bhattacharya, 2001).

Tabela 2 — Resultados das andlises de regresséo linear simples para as concentragdes de
selénio nos tecidos Umidos dos organismos da Baia de Guanabara e seus comprimentos totais (L).

Tecido Espécie

Equacao de regressdo

M. furnieri (N = 34)
Bagre spp. (N = 14)
M. liza (N = 31)
M. furnieri (N = 14)
Bagre spp. (N = 14)
M. liza (N = 13)
P.perna (N = 40)

Tecido muscular

Figado

Tecidos moles

[SeT] = 0,041L — 1,251
[SeT] = 0,046L + 0,0005
[SeT] = 0,006L — 0,099
[SeT] = 0,242L — 5,304
[SeT] = 0,007L + 1,057
[SeT] = -0,550L + 21,270
[SeT] = 2,251C*— 0,079

R =0,84; p = 0,00**
R=0,15;p=0,61ns
R=0,64;p=1x10"*%*
R=0,28;p=0,34ns
R=0,26; p=0,37ns
=-0,29;p=0,33ns
R=0,91; p=5x10**

(ns) — correlagdo ndo significativa; (*) — correlagdo significativa (p ? 0,05); (**) — correlagdo

altamente significativa (p << 0,001).

4C = ((massa de tecidos moles (g))/(comprimento da concha (mm))). O IC foi utilizado para
normalizar os dados, uma vez que existia uma diferenca grande de tamanho entre os individuos

coletados na Ponte Rio—Niterdi (Joiris et al., 2000).
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CONCLUSOES

Ha uma tendénciado Se em se acumular em 6rgaos com
atividade metabdlica muito intensa (figado), e esta pode nao
ser influenciada pelo habito alimentar, mas sim pelo modo de
incorporagdo do Se (viadieta ou &gua). A acumulaggo de Se
no tecido muscular parece ser adnica que sofreinfluénciadireta
do habito alimentar. Esta tende a aumentar com o tempo de
exposic¢do do organismo ao ambiente. As concentracOes de
Se encontradas nos organismos estudados apresentaram-se in-
feriores aos niveis recomendados pela OM S para 0 consumo
humano (1,5 pg.g™ p.u.). Sendo assim, estes, que sdo uma
importante fonte de proteina animal de origem marinha de Se
e vitamina E, devem continuar a fazer parte da alimentacéo
da populagao humana. A Baia de Guanabara parece ser um
ambiente no poluido por Se, uma vez que as concentragoes
encontradas nos tecidos dos organismos foram baixas se
comparadas as observadas em outros ecossi stemas considerados
ndo poluidos. Porém, muito ainda tem de se estudar para
entender o comportamento do Se nos organi smos aquéticos
e 0 meio ambiente.
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RESUMO

A poluicdo dos ecossistemas aquaticos tem aumentado nos Ultimos anos, principalmente em razao do desenvolvimento
industrial e agricola. O agrotéxico atrazina € um importante agente poluente e pode prejudicar o desenvolvimento e repro-
ducgo de vérias espécies de peixes devido a sua toxicidade. Piaractus mesopotamicus (pacu) € uma das espécies amplamente
comercializadas e utilizadas em pisciculturas. O presente estudo analisou possiveis modificaces na concentragéo dos ions
plasmaticos (Na', Cl-, K*, Ca?*), no pH sangiiineo e na frequiéncia de micronucleos em eritrocitos de pacu (N = 10 por
grupo; Wt: 160,0 + 5 g) exposto ao herbicida atrazina (0,1 mg/L) durante 96 horas em sistema semi-estético. Amostras
de sangue foram col etadas, com auxilio de seringas heparinizadas, sendo posteriormente centrifugadas e/ou feitos esfregagos
para posterior analise dos microntcleos. O plasma obtido foi usado para as determinag6es dos ions plasmaticos. Andlises
citol6gicas mostraram diferencas significativas (p < 0,0001) na freqiiéncia de micronucleo entre o grupo controle e exposto
ao herbicida atrazina. O pH sangiiineo permaneceu constante, mas a concentragao plasmatica dos ions Na* e Cl- reduziu-
se significativamente (p < 0,05) em relagdo ao controle. A concentracéo testada do herbicida provavelmente provocou
disturbios no balango i6nico e equilibrio acido-base e também pode ser considerado como um produto toxico e clastogénico.

Palavras-chave: micronucleos, herbicida, ions plasméticos, Piaractus mesopotamicus.

ABSTRACT

Study of alterationsin the concentration of ionsin the plasma and of the
induction of micronucleusin Piaractus mesopotamicus exposed to the herbicide atrazine

The pollution of the aquatic ecosystem has been increasing in the last years, mainly due to the industrial and agricultural
development. The Atrazine pesticide is an important agent pollutant and it can harm the development and reproduction
of several species of fish due to itstoxicity. Piaractus mesopotamicus (pacu) is one of the species thoroughly comercialized
and used in fish farms. The present study analyzed possible modifications in the concentration of ionsin the plasma (Na’,
Cl-, K+, Ca?"), in the blood pH and in the micronucleus frequency in pacu erythrocytes (N = 10 for group; Wt: 160.0 +
5 g) exposed to the Atrazine herbicide (0.1 mg/L) during 96 hours in semi-static system. Samples of blood were collected,
with aid of syringes heparinized, being centrifuged later and/or made smears for subsequent analysis of the micronucleus.
The obtained plasma was used for the determinations of ions in the plasma. Cytological analyses showed significant
differences (p < 0.0001) in the micronucleus frequency among the control group which was exposed to the atrazine herbicide.
The blood pH stayed constant, but the ions concentration in the plasma Na* and Cl-was, in relation to the control, sig-
nificantly reduced (p < 0.05). The tested concentration of the herbicide probably provoked disturbances in the acid-base
ionic balance and it can also be considered a clastogenic and poisonous product.

Key words: micronucleus, herbicide, plasmaions, Piaractus mesopotamicus.
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INTRODUCAO

Desde aevolugdo industrial, 0 homem esta contaminando
0 ambiente com produtos quimicos, considerados toxicos para
a maioria dos organismos que habitam tanto ecossistemas
terrestres como aquaticos. Com o desenvolvimento da
tecnologia, diferentes grupos de substéncias passaram a ter
efeitos sobre o equilibrio natural dos ecossistemas aquéti cos:
nutrientes em excesso, aromaticos policiclicos, material ra-
dioativo, metais pesados e agrotoxicos. As atividades agri-
colas também estéo sendo reconhecidas como causadoras de
ateragbes ambientais, e os agrotdxicos sdo importantes agentes
impactantes do ambiente. No ecossistema, a presenca desses
poluentes pode provocar danos irreversivels, como, por exem-
plo, aextincdo de espécies em rios e lagos (Cairns, 1980; Van
Der Werf, 1996). No caso das pisciculturas que utilizam éguas
contaminadas, as espécies também estéo suscetivels aos efeitos
desses xenobidticos. O atrazina (2-cloro-4-etilamino-6-
isopropilamina-s-triazina) € um herbicida triazinico seletivo
amplamente utilizado no controle de ervas daninhas, gramineas
em areas agricolas e industriais e vegetagao submersa em aguas
estaghadas ou pouco correntes, como em tanques de piscicul -
turas (Solomon et al., 1996). No Brasil, esse herbicida é muito
utilizado nas culturas de cana-de-aglcar e milho, sendo con-
siderado um contaminante potencial em virtude de apresentar
hidrélise lenta e baixa solubilidade em &agua (Eiler, 1989;
Lanchote et al., 2001).

Efeitos toxicos resultam em alteracBes bioquimicas e
fisiol6gicas no sangue dos peixes, podendo ser indicadoras
do seu estado fisiol6gico (Heath, 1995; Nussey et al., 1995).
Nos ultimos anos tem aumentado o interesse na érea da
genotoxicidade causada pela poluicdo ambiental. Os peixes
se constituem em um dos modelos para monitoramento
genotoxico aquético pela habilidade de metabolizar xenobidticos
e, em alguns casos, apresentarem acUmulo de poluentes. O
teste de micronuicleo tem sido utilizado para andlise de
toxicidade genética em vérias espécies de peixes (De Flora
et al., 1993; Al-Sabti & Metcalfe, 1995; Grisolia& Cordeiro,
2000), entretanto, € pouco explorado em peixes neotropicais
(Ferraro et al., 2003).

Piaractus mesopotamicus possui grande interesse
comercial, sendo uma das espécies mais exploradas na
piscicultura. Neste caso, considerando o aumento da
contaminagdo por agrotdxicos, particularmente os herbicidas,
no ambiente agquético, o presente trabalho se propds a analisar
aacdo do herbicidaatrazina no equilibrio idnico e 0 seu possivel
potencial clastogénico em Piaractus mesopotamicus.

Moron et al.

MATERIAL E METODO

Animais

Piaractus mesopotamicus (Wt: 160,0 + 5 g) provenientes
da estacdo de piscicultura da Universidade Oeste Paulista,
Presidente Prudente, SP, foram mantidos a 25 + 1°C em tanques
(1.000 L) com aeracdo e fluxo de agua continuo durante 30
dias para aclimatacéo as condi¢des do laboratério. O
fotoperiodo foi de 12 horas luz. Alimentag&o foi suspensa 24
horas antes da realizac&o dos experimentos.

Protocolo experimental

Os espécimes foram separados em 2 grupos (controle e
exposto ao herbicida atrazina 0,01 mg/L), contendo 10 exemplares
em cada aquario de 170 L, durante 96 horas, em sistema semi-
estético. O nimero de espécimes ndo ultrapassou 0 maximo de
1 g peixe L™ de &gua, e durante o experimento 0s animais
(controle e exposto ao herbicida) permaneceram em jgjum. Os
agquérios foram revestidos para que ndo houvesse contato visua
dos animais com 0 meio externo durante o periodo experimental.
Ap6s o periodo de exposicao, os animais foram anestesiados
com 0,01% de benzocaina, e amostras de sangue foram coletedas
com auxilio de seringas heparinizadas. O teste do micronucleo
seguiu basicamente a metodologia descrita por Grisolia &
Cordeiro (2000). O sangue obtido foi utilizado para a distenséo
sangliinea em [amina. ApGs secas, as laminas foram fixadas em
etanol absoluto por 10 minutos e coradas com Giemsa 5% por
5 minutos. Foi realizada analise em teste cego, ao microscopio
de luz transmitida, com 1.000 células por animal paraacontagem
de microntcleos em eritrécitos. Foram consideradas apenas
hemécias nucleadas com membranas nucleares e citoplasméticas
intactas. Os microntcleos foram considerados os corpuscul os
que em relagdo ao nucleo apresentaram aproximadamente 1/
3 do seu tamanho, estando nitidamente separados, com bordas
distinguiveis, mesma cor e refringéncia.

I mediatamente ap0s a coleta de sangue, o pH sangliineo
foi mensurado em pHmetro QUIMIS. Amostras de plasma
foram obtidas por centrifugacdo (3.000 rpm, durante 3 minutos)
do sangue para andlise dos ions plasméticos (Na', Cl-, K*, Ca*)
em um aparelho Omni Mudular System AVL.

Andlises estatisticas

Os resultados Ao apresentados como média+ erro-padrao
da média. Diferenca estatisticamente significativa entre os
valores dos animais expostos ao herbicida em relacéo ao
controle foi detectada por meio de andlise de variancia one-
way ANOVA seguida pel o teste t-teste de comparagBes maitiplas
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de Bonferroni. Diferenca significativafoi considerada quando
p < 0,05.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Alteracbes comportamentais foram observadas nos
espécimes expostos ao herbicida, como excitabilidade e perda
de equilibrio.

M étodos citogenéticos estdo entre os mais sensitivos e
eficientes para detecggo de efeitos genotoxicos (Belpaemeet al..,
1996). Em peixes, atécnicade micronlcleos € usud mente baseada
nos eritrécitos, que nesses organismaos sdo nucl eados (Al-Sabi
& Metcalfe, 1995). Andlises citol 6gicas mostraram diferencas
significativas (p < 0.0001) na freqiiéncia de micronucleo entre
0 grupo controle e 0 exposto ao herbicida atrazina (0,01 mg/L ;
Tabela 1). O nimero de microntcleos nas células de peixes pode
ser variavel, e alguns trabalhos relatam diferencas naturais no
numero de microntcleos em algumas espécies (Gustavino et al..,
2001). Muito provavelmente essas variagdes sejam um reflexo
direto da sensibilidade, do comportamento e do nicho de cada
espécie. Embora alguns autores sugiram variagdes no model o,
o teste de micronticleas em peixes pode representar umadternativa
para deteccéo da genotoxicidade (Hose et al., 1987; Ayllon &
Garcia-Vazquez, 2000).

A exposicéo ao herbicidainduziu ao distirbio iGnico em
P. mesopotamicus, mas ndo provocou ateragdo no pH sangiiineo
(média = 7,7) nas condi¢des experimentadas. A concentracdo
plasmatica dos ions Na* e Cl-reduziu-se significativamente
(p < 0,05) em relagéo ao controle (Tabela 2). Muitos agentes
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estressores podem causar disturbios hidromineral e acido-base
(Barton et al., 1991).

Em peixes de dgua doce, o aumento na perfusdo das
lamelas secundarias das branquias favorece a tomada de
oxigénio e é acompanhado por aumento na permeabilidade
das membranas, favorecendo o ganho de agua a partir do
ambiente e a perda de ions Na* e Cl- para 0 ambiente
(McDonald & Milligan, 1997). Vérios estudos relacionam a
reducéo dos ions Na* e Cl-plasmatico nos peixes a reducao
da atividade da enzima Na'/K*ATPase e a modifica¢tes
bioquimicas relacionadas com potenciais transepiteliais (L aurent
& Hebibi, 1989; Bury et al., 1998; Pinheiro, 2004). Alteractes
no epitélio branquial podem induzir aum aumento no efluxo
passivo de Na' e Cl- do meio extracelular para o meio agqudtico
devido a0 aumento da permeabilidade das membranas (Lauren
& McDonald, 1985). As células-cloreto, localizadas no epitélio
branquial, estdo envolvidas na absorc¢éo ativa de ions Na* e
Cl- em peixes de agua doce. A hipotrofia dessas células e a
diminuicdo de sua superficie apical podem prejudicar a
manutencdo do equilibrio idnico (Perry et al., 1992).

Em conclusdo, as ateracles nas freqiiéncias dos micro-
nlcleos mostraram que esse herbicida apresenta caracteristicas
clastogénicas, podendo induzir a eventos mutagénicos nessa
espécie. Distlirbio na regulagéo idnica pode estar relacionado
com o efeito direto do atrazina no tecido branquial e
provavelmente com a permeabilidade das membranas celulares.

Agradecimentos — Os autores agradecem a Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-
Graduagdo — UNOESTE, pelo suporte financeiro.

Tabela 1 — Comparagdo entre a contagem de microntcleos em P. mesopotamicus.

Control Total Média SE.M.
ontroie 10 1,1 027
Herbicida (0,01 mg/L) 10 11, 7% 0,53

S.E.M =+ erro-padréo damédia. * = diferencas significativas (p < 0,0001).

Tabela 2 — Concentracéo de fons plasméticos em P. mesopotamicus.

fons Controle Exposicdo herbicida
Na" 150,6 + 3,13 1432 + 2,16

clI- 134,5+0,87 123,8 +1,32*

K* 42+0,13 4,1+0,17
ca** 1,2+0,13 1,0+0,01

Média + erro-padréo dameédia. * = diferencas significativas (p < 0,05).
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ABSTRACT

With the aim of investigate the acute effects of two concentrations (25 and 100%) of N. 6 fuel oil-water-accommodated
fraction (OWAF) on antioxidant enzyme activities and immunological responses, fishes Thalassophryne maculosa were
sampled from the La Restiga Lagoon, Margarita island, in eastern Venezuela. The antioxidant enzymes, catalase (CAT),
glutathione peroxidase (GPX), glutathione reductase (GR) and glutathione-S-transferase (GST) were measured in liver
and gills. The macrophagic phagocytosis and antibacterial lysozyme activity of anterior kidney were the immune parameters
examined. Increasesin gill GST activity and hepatic GR activity were observed after the exposure to 25 and 100% OWAF,
respectively. GPX, CAT and immune responses were not affected by the experimental treatments. Our results demonstrated
that among the antioxidant enzymes tested, GR and GST activities were the most sensible to the acute treatment with fuel
oil, indicating changes in the redox cellular state that may result in oxidative stressin T. maculosa.

Key words: antioxidant enzymes, immunological responses, fuel oil, T. maculosa.

RESUMO

Efeitos do 6leo combustivel N. 6 sobre as enzimas antioxidantes e respostas imunol 6gicas em peixe
Thalassophryne maculosa (Pisces: Batrochoididae)

Com o objetivo de investigar os efeitos agudos de duas concentracdes (25% e 100%) de fracdo 6leo-agua (OWAF) de 6leo
combustivel N. 6 em atividades de enzima antioxidante e as respostas imunol dgicas, foram coletados peixes Thalassophryne
maculosa da Lagoa de La Restiga, |Ihade Margarita, Venezuela. As enzimas antioxidantes, cataase (CAT), glutationa peroxidase
(GPX), glutationa redutase (GR) e glutationa-S-transferase (GST) foram medidas no figado e nas branquias. A atividade de
fagocitose macrofégica e antibacteriana dos lisossomos foram as respostas imunol 6gicas examinadas. Os aumentos na atividade
dabranquia GST e na atividade hepética de GR foram observados ap6s a exposicdo a 25% e a 100% de OWAF, respectivamente.
GPX, CAT e as respostas imunol égicas ndo foram afetadas pel os tratamentos. Os resultados demonstraram que entre as enzimas
antioxidantes testadas, as atividades de GR e GST foram as mais sensiveis ao tratamento agudo com o 6leo combustivel,
indicando mudanca no redox celular, que pode resultar no estresse oxidativo em T. maculosa..

Key words: enzimas antioxidantes, respostas imunoldgicas, 6leo combustivel, T. maculosa.

INTRODUCTION

Aquatic life is currently being exposed to chemical
contamination by increasing variety of anthropogenic activities
that can induce many different mechanism of toxicity, each
contributing to varying degrees of deleterious effects (Cor-
reiaet al., 2003). Consequently, in environmental disturbance
assessment, the integration of chemical data with biological
responses (so-called biomarkers) is strongly recommended in

*Corresponding author: Leida Marcano, e-mail: leimar@sucre.udo.edu.ve.

order to assess effects of pollutants on the organisms (Besten
et al., 1998; Cajaraville et al., 2000).

Many studies showed that oxidative stress may be a
common pathway of toxicity, induced by several contaminants,
often through metabolic activation, rendering organisms
susceptible to environmental stressors (Viarengo et al., 1991;
Di Giulio et al., 1995; Solé et al., 1995a; Livingstone et al.,
2000; Shaw et al., 2004). Among the chemicals that may cause
arisein the production of reactive oxygen species (ROS) are
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quinones, bipyridyls, aromatic nitrocompounds, hydroxylamines
and heavy metal which can react and damage cellular
macromolecules (Stephensen et al., 2002). A key mechanism
by which these compounds enhance cellular production
oxyradical is referred to as redox cycling (Di Giulio et al.,
1995). To minimize oxidative damage to cellular components
produced by xenobiotics, organisms have devel oped antioxidant
enzymatic defense system: superoxide dismutase (SOD, EC
1.15.1.1), converts superoxide anion to hydrogen peroxide,
which is subsequently detoxified by catalase (CAT, EC 1.11.1.6)
or glutathione peroxidase (GPX, EC 1.11.1.9). Glutathione-
Stransferase (GST, EC 2.5.1.18) catalyze conjugation reaction
with reduced glutathione (GSH) being the most important phase
Il enzymes and, glutathione reductase (GR, EC 1.6.4.2)
contribute to the maintenance of cellular redox state (Cavaetto
et al., 2002).

Recent studies for toxicological assessments have also
considered the immune system as a target of toxicant insult
after exposure to some chemical compounds. The immune
defense mechanisms are important for studying toxic effects
of chemical exposure which may result increased host
susceptibility to disease (Anderson & Zeeman, 1995). The
immunity of aquatic organisms could be adversely affected
by development of oxidative stress associated with xenobiotic
pollution, and hence decrease the fitness of natural populations.
In this sense, the potential use of antioxidant enzymes and
immune responses as biochemical markers to assess early
detrimental effects of chemical contaminantsin many different
aquatic species have been published (Winston & Di Giulio,
1991; Anderson & Zeeman, 1995; Marcano et al., 1997; Regoali
etal., 1998; Canes et al., 1999; Livingstone et al., 2000; Regoli
et al., 2000; Nusetti et al., 2001; Geracitano et al., 2002;
Manduzio et al., 2004). However, few investigations have been
direct toward assessment of the effects of complex xenobiatic
mitxure (such as petroleum derived products) on benthic biota,
mainly in Caribbean species. These studies should be important
in countries with intensive petroleum industrial development,
such as Venezuela and others countries, due to eventualy oil-
spill may occur causing perturbation in the aquatic ecosystem.

The aim of present study was to evaluate antioxidant
enzyme activities and immunological responses in the fish
Thalassophryne maculosa (Pisces: Batrochoididae) after
exposure to a water-accommodated fraction of N. 6 fuel ail,
which iswidely utilized as fuel in electricity-generated plant.
The industrial products represent a source of environmental
contamination, since that chemical composition include,
asphaltenes, aromatic resins, aromatic polycyclic hydrocarbons
and heavy metals (AMOP, 2000). T. maculosa is a benthic fish
with wide distribution in the Caribbean regionsthat live associate
with sediments give a reference and therefore this organism
is an appropriate biological indicator for assessment of
environmental risk.
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MATERIAL AND METHODS

Fish and bioassays

Adult specimens of T. maculosa, immature sexualy were
collected from La Restinga Lagoon, Margaritaldand, in eastern
Venezuela. The fishes were maintained indoors in aerated
aquariaat 24 + 1°C, containing seawater (36%o, pH 7.8) from
the collection site for 15 days prior the experimental bioassays.
Two groups of 10 organisms (two replicate) were exposed at
25 or 100% of OWAF during 7 days. The oil mixture (1 g/
L) was prepared by adding 1 g of fuel oil to 1 L volumes of
Millipore (0.45 um) filtered seawater, mixing with constant
stirring for 5 min in aclosed glass vessel. After standing for
20 min, the aqueous layer was drawn off (100%), and further
diluted to 25 percent in filtered seawater. The exposure system
was renewed every 3 days to minimize accumulation of waste
products during the exposure period.

Enzymatic assays

After exposure period, the fishes were immediately
sampled; the gills and hepatic tissue were rapidly frozen in
liquid nitrogen, and then stored at —70°C for one week pri-
or to the enzymatic assays. Groups of eight organisms each
one; control and experimental, were used for the enzymatic
assays. The tissues were homogenized in (1:4) 20 mM Tris-
HCI buffer pH 7.4 containing 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5
M sucrose, 0.15 M KCl, and 0.2 mM PM SF. The homogenates
were centrifuged at 5,000 and 12,000xg at 4°C for 20 min to
obtain the supernatant samples for the enzyme assays.

Antioxidant enzymes activities were measured by
spectrophotometry at 25°C following the protocol described
in Nusetti et al. (2001). The incubation mixtures provided
optimal conditions for measuring reaction rates proportional
to the quantity of enzyme extracts. GPX activity was recorded
at 340 nm with 0.19 mM NADPH (extinction coefficient: 6.2
mM-1. cm™), 3.4 mM reduced glutathione, 0.017 U.ml!
glutathione reductase, 17 mM H,0, and 40 mM sodium azide
in 100 mM potassium phosphate buffer, pH 7.5. GR activity
was measured at 340 nm with 0.14 mM NADPH and 3.4 mM
oxidized glutathione (GSSG) in 100 mM potassium phosphate
buffer, pH 7.5. GST activity was assayed at 340 nm with 0.5
mM 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (extinction coefficient: 9.6
mM-L.cm?) and 2 mM GSH in 100 mM potassium phosphate
buffer, pH 6.5. CAT activity was determined at 240 nm with
0.6 M H,0, (extinction coefficient: 40 M~*.cm™) in 50 mM
sodium phosphate buffer, pH 7.0. The total enzyme activity
was expressed in terms of units (wmoles of substrate converted
to product min-).g* of wet tissue.

Lysozyme activity

The lysozyme activity was determined by the method
of Osserman & Lawlor (1986). Aliquots of 40 ul of the extract
from anterior kidney were dispensed into 5-mm diameter wells
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in 1% agarose in 5-cm diameter Petri dishes, containing 67
mM phosphate buffer (pH 6.2) and Micrococcus lysodeikticus
(0.6 mg freeze-dried cell.ml™) as substrate. After incubation
for 48 h at 24°C, the diameters of the bacterial lyses zones
were measured and the lysozyme concentration was
determined by reference to a calibration curve with hen egg-
white lysozyme (5 mg.ml~* in 100 mM phosphate buffer pH
6.2; HEL, Sigma Chemical Co.). The results were presented
as HEL-equivalent (ug.ml=) activity, calculated by the
following regression model: HEL -equivalent (ug.ml?) =
antilog,, {a + b-(diameter, mm)}.

Macrophage collection

The fisheswere intraperitoneal injected with 2 ml of sterile
seawater. The abdominal region was massaged for 5 min and
then, macrophages were extracted using a heparin impregned-
5 ml syringe (20 gauge). Then the samples were centrifuged
in eppendorf tubes at 200xg for 5 min at room temperature.
The pellets were resuspended in 100 wl of sterilized seawater
containing 5mM EDTA, pH 7.8, followed by centrifugation,
this process was repeated several times for cellular washing.
The viahility and the total number of cells were measured based
on the trypan blue (0.4% in sterile seawater) coloration, prior
to phagocytosis test.

Phagocytosis

Heat inactivated commercial yeasts was used as antigen
for the phagocytes. The phagocytic activity was measured in
an incubation of suspension of 100 pl peritoneal cells (1 x
10° cells. ml™) and 100 ul of yeasts (5 x 10° cells.ml™) for
24 hours at 4°C. Afterwards, the preparations were centrifuged
at 900xg for 5 minutes. To quantify the phagocytic activity,
an aliquot of 100 pl of the cell suspension was mixed with
100 ul of 0.4% crystal violet solution and 100 cells were count
in a hemocytometer chamber to a magnification of the 400X
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in amicroscope. The cells that showed at |east a yeast cell
clearly visible in the cytoplasm were scored as phagocytics.

Satistical analyses

Statistic differences between experimental and control
groups were examined using a one-way ANOVA.. Significant
differences among pairs of groups were tested by the Least
Significant Differences (Zar, 1984) with significance level of
5% (o, = 0.05).

RESULTSAND DISCUSSION

Following 7 days of exposure to 25 and 100% N. 6 fuel
0il-OWAF, asignificant increase (p < 0.001) in gill GST and
hepatic GR activities was observed, whereas GPX and CAT
were not altered with the experimental treatments (Tables 1,
2). The fuel oil-induced increase in GR and GST activities
may be related with the induction of an adaptive response of
GSH dependent reactions, mediating the phase |1 of xenobiotic
metabolism and antioxidant defense pathway.

Therole of GR isto maintain the cytosolic level of GSH
involved in avariety of detoxification reactions, to assure the
maintenance of a balance between production and removal
of endogenous ROS and other pro-oxidants. This pro-oxidant/
antioxidant balance and detoxification of potentially damaging
ROS s crucial for cellular homeostasis (Di Giulio et al., 1995;
Livingstone, 2001; Correia et al., 2003). GSH acts directly
as a free radical quencher and as an antioxidant enzyme
cosubstrate. GST catalyze conjugation reaction of GSH with
xenobiotic metabolites derived of phase | reactions (NADPH
cytochrome P450 reductase), transforming them into water
soluble and easily excretable products. GST also functions
as an antioxidant enzyme by conjugating breakdown products
of lipid peroxidesto GSH (Di Giulio et al., 1995; Stephensen
et al., 2002).

Table 1 — Antioxidant enzyme activities (U/g wt mass) in liver of Thalassophryne maculosa,
after 7-days exposure to 25 and 100% of OWSF. Values are presented as means + S.D (n = 8).

Enzymes Controls 25% 100%
GST  7.78+323 12.26+537"° 10.43+3.94"°
GPX  21.47+549 17.45+291"° 18.84+4.02"°

GR  086+020 090+027"°  1.29+027
CAT  17.85+4.04 26.50+26.50"° 23.91+14.79"°

* p< 0.05; NS: p> 0.05 respect control group.
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Table 2 — Antioxidant enzyme activities (U/g wt mass) in gills of Thalassophryne maculosa,
after 7-days exposure to 25 and 100% of OWSF. Values are presented as means = S.D (n = 8).

Enzymes  Controls 25% 100%
GST 491+0.67 16.94+307 572+213%
GPX  3295+207 2855+353"° 31.64+229"

GR 1.38+0.33 1.42+0.20% 1.26+0.29"°
CAT 039+0.29 0.35+0.12"%° 0.34+0.10"°

***p < 0.001; NS: p > 0.05 respect control group.

Table 3 — Immunological parameter in the fish Thalassophryne maculosa, after 7-days
exposure to 25 and 100% of OWSF. Values are presented as means + S.D (n = 8).

Parameters Controls 25% 100%
Viability (%) 924429 91.8+2.38"° 92.6+4.09"°
Ce'(tje'ﬁ;n‘_’f)“”t 22x10°+1.0x 10° 1.3x 10°+1.6x 10°MS 1.1x 10°+2.8x 10°™
Phagocytosis (%) 14.0+3.4 10.6+2.4N 12.4+2.30"
Lysozyme (ug/ml) 12.8+ 4.4 8.25+2.82"° 8.77+2.15"

*** p < 0.001; NS: p> 0.05 respect control group.

Several studies on the antioxidant enzyme responses
to xenobiotics that enhance oxyradical flux, suggested that
ROS increases can induce antioxidant enzymes, reflecting
an adaptational and protective responses against oxidative
stress. Nevertheless, individual and inter specific differences
in the induction response have been reported in fishes (Winston
& Di Giulio, 1991; Stephensen et al., 2002). Our finding agrees
with the induced GR and GST activities in rainbow trout
treated with different organic toxicants (Petrivalsky et al.,
1997; Machala et al., 1997; Stephensen et al., 2002). Channel
catfish exposed to contaminant effluents, showed hepatic CAT
activities with dose-and time-dependent increases, but no other
index of oxidative stress (malonaldehyde or methemogl obin)
displayed consistent responses (Winston & Di Giulio, 1991).
Moreover, Steadman et al. (1991) reported a dose and time
dependence of xenobiotic metabolism in rainbow trout exposed
to No. 2 fuel oil. Following 3 days of exposure of adult
rainbow trout to sublethal level of the fuel oil observed a 25
to 50 percent depletion of glutathione. By 7-day exposure,
cellular glutathione concentrations exceeded those of control
by 50 to 100 percent which persisted throughout the exposure
period (14 days). Increased hepatic of GSH have also been
reported in cadmium-and fuel oil-exposed striped mullet
(Mugil cephalus) (Thomas et al., 1982; Thomas & Wofford,
1984).

In contrast to the antioxidant enzyme results, the
immunological responses were not significantly (p > 0.05)
affected by the acute OWAF exposure (Table 3), suggesting
that the phagocytic function of macrophages and antibacterial
activity of lysozyme of anterior kidney were not adversely
altered. Probably the immune system in T. maculosa is less
susceptible to toxicant compounds that GSH dependent
antioxidant enzymes.

In conclusion, our results indicate that among the
antioxidant enzymes tested, GR and GST activities were the
most sengible to the acute treatment with N. 6 fuel ail, indicating
that may be useful for detecting changesin the redox cellular
status that may result in oxidative stressin T. maculosa. These
finding should be considered as a contribution for further
research on toxicological risk of petroleum contamination to
marine benthic fishes.
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RESUMO

Poucos trabal hos sobre a sensibilidade de organismos aquéticos a contaminantes ambientais sdo realizados utilizando-
se espécies comuns aos ecossistemas brasileiros. Oreochromis niloticus € uma espécie amplamente distribuida em reserva-
térios, assim como Pistia stratiotes, tratando-se das espécies de peixe e macrofita, respectivamente, mais abundantes na
represa do Lobo. O objetivo deste trabalho foi determinar as faixas de sensibilidade a Cu e Cr para essas duas espécies.
As solucdes-teste foram preparadas com agua de cultivo para os peixes e com agua da represa para as macrofitas, a partir
de solugdes-estoque de K,Cr,O, e CuSO,.5H,0. A CL, foi calculada atraves do método Trimmed Spearman-Karber apos
96 h de exposicao para os peixes e a CE,,, apos 168 h para as macrofitas. Foram avaliadas as seguintes caracteristicas
nos individuos de P. stratiotes: altura, diametro, nimero de folhas e nimero de raizes. Os valores de CL  para Cr obtidos
com os individuos de O. niloticus variaram entre 107,2 e 164 mg/L, e os valores para Cu variaram de 0,32 a 0,65 mg/
L. Osvalores de CE,, de Cr determinados nos testes com P. stratiotes variaram entre 22,4 e 33,7 mg/L, avaliando-se tanto
o nimero de folhas como o nimero de raizes. Nos testes com cobre esses valores variaram entre 0,2 e 0,3 mg/L, conside-
rando-se 0 nimero de raizes. Ambas as espécies testadas apresentaram maior sensibilidade ao Cu que ao Cr, e os valores
de CL, obtidos para os peixes e de CE,, obtidos para as macrdfitas foram superiores aos determinados em outros trabal hos
para espécies de diferentes niveis tréficos, sugerindo que essas espécies nao sdo indicadas para uso como organi smos-
teste, a0 menos considerando-se os pardmetros de efeito avaliados.

Palavras-chave: cromo, cobre, Oreochromis niloticus e Pistia stratiotes.

ABSTRACT

Oreochromis niloticus and Pistia Stratiotes sensibility to copper and chromium

A few works about aquatic organisms sensibility to environmental contaminants are conducted using species common to
Brazilian ecosystems. Oreochromis niloticus is a widespread species in reservoirs, as Pistia stratiotes, being the fish and
macrophyte species, respectively, most abundant in Lobo reservoir. The aim of this work was to determine the sensibility
range to Cr and Cu to this species. The LC, was calculated by the Trimmed Spearman-Karber method, after 96 h of exposition
to fish, and the EC, after 168 h to macrophytes. The follow characteristics were measured in P. stratiotes individuals: height,
diameter, number of |eaves and number of roots. The LC,, values range to Cr obtained with the individuals of O. niloticus
was 107.2-164 mg/L, and the values to Cu ranged between 0.32 and 0.65 mg/L. The EC_; values to Cr determined in the
P. stratiotes tests ranged from 22.4 to 33.7 mg/L, as to the leaves number estimation as to the roots number estimation. In
the tests with Cu, these values ranged between 0.2-0.3 mg/L, considering the roots number. Both the species tested were more
sensible to Cu than to Cr, and the LC,, values obtained to the fish and the EC, values obtained to the macrophytes were
higher than the values determined by other works to different trophic level organisms, suggesting that the species studied
in thiswork are not indicate to use as test organism, at least considering the effect parameters evaluated.

Key words: chromium, copper, Oreochromis niloticus e Pistia stratiotes.
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INTRODUCAO

Os testes de toxicidade apresentam-se como mecanis-
mos para a compreensdo dos efeitos de impactos sobre os com-
partimentos biticos, utilizando-se organismos vivos que atuam
como biossensores, e podem prever antecipadamente impactos
de determinado poluente sobre a biota. Esses testes podem
avaliar atoxicidade relativa de diversos agentes quimicos para
uma ou diversas espécies e a sensibilidade dessas espécies ao
agente toxico. Sao importantes ainda na determinacdo de
concentracOes seguras de agentes quimicos para a preservacao
da vida aquética e para a qualidade das aguas e sedimentos.
O objetivo geral de um teste de toxicidade € a caracteriza-
¢ao da resposta ecol 6gica a determinada substancia ou ele-
mento quimico.

Em muitos casos, testes de toxicidade séo conduzidos
com organismos que podem ser facilmente obtidos, cultivados
e testados, sendo a relevancia ecol 6gica dessas espécies uma
consideragdo secundaria (Chapman, 2002). Os organismos mais
utilizados na avaliacdo da toxicidade de substancias séo as
algas e 0 zooplancton, porém uma grande variedade de ou-
tros organi smos aquati cos sdo comumente usados em testes
de toxicidade, incluindo invertebrados (espécies de Daphnia,
Gammarus, Brachionus, Ceriodaphnia), peixes (Poecilia sp.,
Leponis macrochirus, Danio rerio, Pimephales promelas,
Cyprinus carpio, Oncorhyncus mykiss) e algas (Selenastrum,
Chlorella, Microcystis, Navicula).

A utilizagdo de peixes em testes de toxicidade é bem
documentada e normatizada por diversas agéncias reguladoras
(USEPA, 2002; ABNT, 1993; entre outras). Peixes sdo con-
siderados bons indicadores de toxicidade devido a suaimpor-
tancia ecoldgica e comercial. No Brasil, estudos sobre a
toxicidade do Cu foram realizados com Prochilodus scrofa
(Mazon et al., 2000; Carvaho, 2003) e Danio rerio (Oliveira-
Filho et al., 2004).

Apesar de ndo se tratar de uma espécie nativa,
Oreochromis nilaticus é amplamente distribuida nos reserva
torios brasileiros e cultivada em psicultura, sendo muito utilizada
na alimentac&o humana. A maioria dos trabal hos realizados
com O. niloticus esta relacionada ao estresse oxidativo induzido
pela exposi¢ao a substancias toxicas ou efluentes (Ribeiro et
al., 2000; Tagliari et al., 2004), pela bioacumulagdo de metais
(Clearwater et al., 2002; Cogun & Kargm, 2004) e por téc-
nicas de cultivo e alimentacdo (Pan et al., 2003; Cogun &
Kargm, op. cit.). Apesar de Cu e Cr serem utilizados em ractes
como suplemento alimentar para O. niloticus (Pan, op. cit.;
Clearwater, op. cit.), diversos trabalhos tém demonstrado os
efeitos toxicos desses metais em peixes.

Pitia stratiotes € uma planta aguéti ca flutuante, sem caule,
que pode atingir até 25 cm de diametro, nativa da Ameérica
Tropical e amplamente distribuida por todo o Brasil. Os tra-
balhos redlizados com P. stratiotes referem-se a sua distribuicao,
composicdo quimica (Klump et al., 2002) e utilizagdo em
“wetlands’ construidas para tratamento de efluentes (Cervantes
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et al., 2001). A utilizacdo dessas plantas como biorremediadores
no tratamento de &guas residuarias e como indicadores de
contaminacao ambiental € mais comum que seu uso em tes-
tes de toxicidade. Nos testes de toxicidade com P. stratiotes,
€ mais comum a verificagcdo da ocorréncia de biocacumul acéo
como parametro de efeito (Maine et al., 2004; Klump, op. cit.).

Sobre atoxicidade de metais para P. stratiotes ha poucos
dados disponiveis. Pistia apresenta caracteristicas morfol 6gicas
mais adequadas que Lemna, espécie normatizada para utilizacgo
em testes de toxicidade (USEPA, 1996), nos estudos em fi-
siologia e bioquimica (Tarlyn et al., 1998), além de se reproduzir
por brotos, possibilitando a utilizagdo de plantas geneticamente
idénticas. Testes de toxicidade com macrofitas normal men-
te séo realizados com Lemna sp.

MATERIAL E METODOS

Oreochromis niloticus

Individuos juvenis com comprimento médio de 4,1 cm
e peso médio de 0,6 g foram coletados de tanques de culti-
vo mantidos pelo CRHEA-USP. Ap6s a coleta, os peixesforam
mantidos em laborat6rio em meio ASTM, com dureza entre
40 e 48 mg Ca-Mg/L e pH entre 7,2 e 7,6, até redlizacdo dos
testes. Os peixes ndo foram alimentados nas 24 h anteriores
arealizacdo dos testes.

Os testes foram realizados baseando-se na metodol ogia
descrita pela norma NBR 12714:1993 (ABNT, 1993), em
duplicata, utilizando 2 litros de solug&o por réplica, mantendo-
se uma propor¢ao de 1 g de peixe por litro de solugdo. A CL
96 h foi calculada através do método Trimmed Spearman-
Karber (Hamilton et al., 1977).

Com base nos testes de sensibilidade para Danio rerio
realizados rotineiramente no laboratério de Ecotoxicologia
do NEEA/CRHEA/USP, que utilizaK Cr,O,, foi determinada
a primeira faixa de concentracéo testada para Cr com O.
niloticus. As concentragBes-teste (60, 90, 120, 150 e 180 mg/
L Cr) foram preparadas com agua de cultivo, a partir de so-
lugdes-estoque de K.,Cr,O,, com concentracdo de Cr 1 g/L em
agua destilada.

Com base em dados de CL _, reportados pela literatura
para outros peixes (Mazon et al., 2000; Carvalho, 2003;
Oliveira-Filho et al., 2004), foi escolhida a faixa de concen-
tracOes a ser testada (0,2; 0,4; 0,6; 0,8; e 1,0 mg/L de Cu).
As solucBes foram preparadas em meio de cultivo a partir de
uma sol ugéo-estoque de CuSO,.5H,,0, contendo 1 g Cu/L, pre-
parada em agua destilada.

Pistia stratiotes

Os individuos de P. stratiotes utilizados nos testes fo-
ram coletados manual mente na represa do Lobo. Ap6s a coleta,
as macrofitas foram mantidas em aquario, no laboratério de
Ecotoxicologia, com égua proveniente do mesmo local onde
foram coletadas as plantas. Foram mantidos individuos adultos,
gue apresentavam brotos, os quais foram retirados no dia da
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montagem dos testes. Todas as plantastiveram as folhas e raizes
lavadas para aretirada de lagartas e pulgdes. Antes da montagem
dos testes, todos os individuos tiveram as raizes cortadas e
a biometria determinada. A metodol ogia utilizada foi adap-
tada a partir das metodol ogias utilizadas em testes com Lemna
p. (USEPA, 1996): o teste seguiu 0 mesmo desenho dos testes
com Lemna sp., porém, como o ciclo de vida de P. stratiotes
€ maislongo, outros parametros de efeito, diferentes de nimero
de frondes e |etalidade, foram investigados, como 0 compri-
mento e nimero das raizes.

Osindividuos utilizados nos testes apresentavam 5-6 cm
de alturae entre 3 e 5 folhas. Os testes foram montados em
recipientes plasticos com 2 litros de capacidade, e em cada
recipiente foram adicionados 5 individuos em 1 litro de so-
lucdo. Os testes foram realizados em triplicata, com 3 con-
centracdes mais um controle para cada metal.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas apos 168
h de exposicdo: atura, didmetro, nimero de folhas e nime-
ro de raizes. A CE(l),, 168 h foi calculada atraves do méto-
do Trimmed Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977). Foram
considerados como parémetros de efeito o nimero de folhas
find em comparacdo com o nimero defolhasinicid e o nimero
de raizes desenvolvidas durante o tempo de exposi¢ao, repor-
tando os efeitos como inibicdo em relacéo ao controle.

As concentrac@es de Cr utilizadas nos testes com P.
stratiotes foram baseadas em dados apresentados pela lite-
ratura (Kahkonen & Manninen, 1998; Vajpayee et al., 1999;
Gutiérrez et al., 2000) em testes com outras macréfitas, como
Lemna sp., Nelumbo nucifera e Elodea canadensis. As so-
lucBes foram preparadas a partir de agua coletada na repre-
sado Lobo, no mesmo local onde foram coletadas as macrdfitas.
As concentracdes-teste utilizadas em dois testes prelimina-
resforam 1, 5 e 10 mg/L de Cr, sendo que nenhum efeito foi
observado, comparando-se com o controle. Em seguida fo-
ram realizados 2 testes com concentrac@es iguais a 10, 50 e
100 mg/L Cr e um teste com concentracdes de 10, 20, 40, 60
e 80 mg/L Cr.

As solucdes de Cu foram preparadas a partir da agua
coletada na represa do L obo, mesmo local onde foram coletadas
as macrofitas. As concentracfes-teste utilizadas nos dois pri-
meiros testes foram 1, 5 e 10 mg/L, tendo ocorrido senescéncia
completa nas plantas expostas a concentracdo mais ata. Foram
realizados, entéo, 3 testes com concentragdes mais baixas, entre
0,1 e 1,0 mg/L, sendo em dois deles utilizadas 3 concentra-
¢des (0,1; 0,5; e 1,0 mg/L) e no ultimo 5 concentracdes (0,2;
0,4; 0,6; 0,8; € 1,0 mg/L Cu).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Oreochromis niloticus

Os valores de CL , obtidos para Cr com os individuos
de O. niloticus variaram entre 107,2 e 164 mg/L. Apesar do
pequeno ndmero de réplicas entre os testes, os valoresde CL
determinados apresentaram valores de desvio-padréo e
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coeficiente de variagdo iguais a 27 mg/L e 20%, respectiva-
mente. Esses valores sdo relativamente altos, considerando-
se um desvio-padrao aceitavel de 20%.

A CL, média determinada neste trabalho para O. niloticus
€ um pouco superior as reportadas pela literatura para outros
peixes, como Pimephales sp., sugerindo a toleréncia dessa
espécie ao metal em questdo. Os valores de CL ., de dicromato
de potéssio para peixes variam bastante em funcdo das espécies
utilizadas (Tabela 1), sendo o Cr considerado pouco toxico
para peixes, ndo apresentando toxicidade aguda nas concen-
tracdes ambientais (Orme & Kegley, 2004). Apesar da apa-
rente baixa toxicidade do Cr, valores entre 0,28 e 0,33 mg/
L de dicromato de potassio sdo reportados como CL, para
O. niloticus, considerando a inibi¢do no crescimento como
efeito.

Osvalores de CL, de Cu obtidos com osindividuos de
O. niloticus variaram de 0,32 a 0,84 mg/L de Cu (Tabela 1).
O. niloticus apresentou sensibilidade muito maior ao Cu que
ao Cr, e comparando-se 0s valores determinados para O.
niloticus com os reportados para outros peixes, como
Prochilodus scrofa, Cichlasoma facetum e Pimephales sp.
(Tabela 2), essa espécie € bastante sensivel ao Cu, porém, O.
niloticus mostrou-se muito menos sensivel ao Cu que Danio
rerio, epécie normatizada para testes de toxicidade pdaABNT
(ABNT, 2003).

Pistia stratiotes

Dentre os parametros avaliados, o desenvolvimento de
folhas e raizes foram os melhores indicadores de efeito para
os contaminantes estudados. Assim, a CE,, 168 h foi calcu-
lada em funcéo desses parémetros, utilizando val ores referentes
a0 aumento no nimero de folhas, a0 nimero de raizes desen-
volvidas e ao comprimento médio dessas raizes no periodo
de exposicdo aos contaminantes.

Os valores médios de CE_, de Cr variaram entre 30,5
e 36,5 mg/L (Tabela 3). Esses valores séo um pouco maio-
res que os valores toxicos para P. stratiotes reportados por
Orme & Kegley (2004), variando de 1 a 20 mg/L, com base
em efeitos bioquimicos, histol 6gicos e mortalidade.

O desenvolvimento de raizes foi estimulado pela adi-
¢do de Cu naconcentracdo mais baixa de cadateste. Os valores
de CE,, variaram de 0,18 a 0,47 mg/L de Cu para o numero
de raizes e de 0,46 a 0,52 mg/L de Cu para o comprimento
meédio das raizes (Tabela4). Para o nimero de folhas, a CE,,
s6 pode ser calculada em um dos testes. P. stratiotes aparenta
ser mais sensivel que Lemna sp. ao Cu. Valores reportados
pelaliteraturade CE,, paraLemna minor, em testes de 5 dias,
sd0 da ordem de 2 mg/L (Orme & Kegley, 2004).

Entre os parametros utilizados nos calculos de CE,, 0
comprimento das raizesfoi 0 que gerou 0s menores valores para
desvio-padréo e coeficiente de variagdo. Os valores de CE,
calculados para cada um dos parémetros analisados néo apre-
sentaram diferencas significativas entre s (ANOVA, p < 0,05),
tanto para os testes com Cr quanto para os testes com Cu.
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Tabela 1 — Valores médios de CL ., de Cr e Cu para O. niloticus (n = 5 réplicas).

Cr (mg/L) Cu (mg/L)
CLs, 96 h (média) 1335 0,59
Faixa de sensibilidade (79,5-187,5) (0,21-0,96)
Desvio-padréo 27,0 0,19
Coeficiente de variagdo 20,2 32

Tabela 2 — Valores de CL, 96 h de Cu e Cr para diferentes espécies de peixes.

Masutti et al.

Espécies mg(;:/ll:soCr mg(;:/llzséu Referéncia
Daniorerio 0,083-0,152 Oliveira-Filho et al., 2004
Prochilodus scrofa 0,014-0,098 Carvaho, 2003
Cichlasoma facetum 20,7 1,4 Rossini & Ronco, 2001
Pimephales sp. 10-109 Rossini & Ronco, 2001
Pimephales sp. 0,1-84 Rossini & Ronco, 2001
Oreochromis niloticus 1335 0,59 Este trabalho

Tabela 3 — Valores de CE,; 168 h (mg/L Cr) para P. stratiotes (n = 5 réplicas).

NUmeroderaizes Numerodefolhas  Comprimento dasraizes

CE5, média 36,5 31,8 30,5
Faixa de sensibilidade (0-80,3) (14,5-49,1) (24-37,0)

Desvio-padréo 21,9 8,7 33

Coeficiente de variagdo 60,1 27,2 10,7

Tabela 4 — Valores de CE,; 168 h (mg/L Cu) para P. stratiotes (n = 5 réplicas).

NUmeroderaizes Numerodefolhas Comprimento dasraizes

CEs, média 0,37 0,42 0,50
Faixa de sensibilidade 0,043-0,69 * 0,43-0,56

Desvio-padréo 0,16 * 0,03

Coeficiente de variagdo 4417 * 6,47

*\/alores ndo calculados.
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De formageral, o nimero de raizes desenvolvidas e 0
comprimento dessas raizes apresentaram sensibilidade similar
nos testes realizados, enquanto o nimero de folhas parece ndo
ser um bom pardmetro de efeito.

As maiores dificuldades encontradas na realizacdo dos
testes de toxicidade com P. stratiotes foram a obtencdo de
nimero de individuos suficiente para a realizacdo de cada teste
gue apresentassem caracteristicas semel hantes, como nimero
de folhas e relacéo altura/diametro, e aisencao desses indi-
viduos de lagartas e pulgdes antes da utilizacdo nos testes.
Uma alternativa para eliminar esses efeitos seria o cultivo das
plantas em laboratério. Culturas axénicas de Pistia apresentam
individuos de menor tamanho, morfologia complexa repre-
sentativa, alta taxa de crescimento, facilidade de manipula-
¢a0 e habito de crescimento por clones, sendo em geral mais
uniformes que plantas néo axénicas, ndo apresentando alte-
racdes morfoldgicas e fisioldgicas mesmo apds muitas
subculturas (repicagens) (Tarlyn et al., 1998).

CONCLUSOES

Ambas as espécies estudadas foram mais sensiveis ao
Cu que ao Cr e apresentaram sensibilidade similar para Cu,
considerando-se os valores de CL . e CE, obtidos. Cromo foi
maistoxico para P. stratiotes que para O. niloticus, apresentando
efeitos sobre essa espécie de macrdfita em concentragBes muitos
menores que as determinadas como letais para os peixes.

Os resultados apontam que O. niloticus é uma espécie
adequada para a utilizagdo em testes de toxicidade, gpresentando
sensibilidade similar a outros peixes utilizados em testes de
toxicidade para Cr e Cu, como Pimephales sp., além de
apresentar a vantagem de se tratar de uma espécie amplamente
distribuida em reservatorios. Os testes realizados com P.
stratiotes foram bastante reprodutiveis, com pequena variabili-
dade entre os valores de CE_, obtidos. Considerando a
sensibilidade da espécie aos metais testados, maior que a
reportada para Lemna, e a possibilidade de cultivo em
[aboratdrio, gerando individuos mais homogéneos, P. stratitoes
também apresenta as caracteristicas necessarias para sua
utilizac8o em testes de toxicidade.
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Testes de Toxicidade com Daphnia magna:
Uma Ferramenta paraAvaliacao de um Reator Experimental UASB

K. pos SanTos Laitano & W. G MATIAS
Departamento de Engenharia Sanitarias<Ambiental, UFSC, LABTOX,
Campus Universitario, Trindade, CEP 88040-900, Floriandpolis, SC

RESUMO

Testes de toxicidade com organismos aquéticos constituem uma ferramenta efetiva para avaliacdo, predicao ou deteccédo
dos efeitos dos poluentes sobre 0s organismos vivos. Embora existam diversos sistemas de tratamento de esgotos e de
residuos implantados, a maioria apresenta problemas de funcionamento e ndo cumpre com sua finalidade de tratamento
e disposicao correta desses residuos. Reatores UASB (reator anaerdbio de fluxo ascendente) tém sido utilizados com sucesso
para tratamento de efluentes e de lixiviados provenientes de outros sistemas de tratamento. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a eficiéncia de um reator experimental do tipo UASB no tratamento de lixiviado, por meio de testes de toxicidade
aguda com Daphnia magna. Foram realizadas 16 coletas de efluente ao longo de 6 meses, antes e apds o tratamento no
reator. O acompanhamento da toxicidade dos efluentes antes e apds o tratamento no reator UASB permitiu detectar alteracfes
provenientes da prépria operacdo do sistema de tratamento. Os resultados indicam que o tratamento de efluentes nesse
tipo de reator pode reduzir a toxicidade original das amostras em até 80%. Contudo, os baixos valores de CE,, encontrados
nos testes demonstram a presenca de alta toxicidade para todas as amostras. Quanto aos parametros fisi co-quimicos monito-
rados, observamos a capacidade desse tipo de reator tratar lixiviados mesmo utilizando diferentes cargas orgénicas, pois
ataxa de remocéo de DQO foi constante ao longo de todo o periodo. Os testes de toxicidade usados no presente trabal ho
estdo baseados no efluente como um todo e podem fornecer um caminho para avaliar um efluente na auséncia de informages
detalhadas sobre as substancias que o mesmo contém. A vantagem de usar organismos vivos para detectar a toxicidade
€ que os efeitos observados sdo realmente aqueles provocados pelas substancias que estdo biodisponiveis, ou que estéo
numa forma em que afetam diretamente os organismos. Esforcos devem ser direcionados para aumentar a eficiéncia desse
reator, melhorando ainda mais a qualidade dos efluentes tratados nesse sistema.

Palavras-chave: testes de toxicidade, Daphnia magna, reator UASB, lixiviado.

ABSTRACT

Toxicity tests with Daphnia magna: a tool to evaluate a experimental UASB reactor

Toxicity bioassay with aquatic organisms are an effective tool to assess, predict or simply detect pollution effects on living
organisms. Although diverse systems of sewage treatment systems exist, the majority of them presents have functioning
problems and they do not fulfill with its purpose of treatment and correct disposal of these residues. UASB reactors (Upflow
Anaerobic Sludge Blanket) have been used to treat effluents and leachate deriving from other treatment systems. The aim
of this research was evaluate the efficiency of an experimental UASB reactor in the leachate treatment, utilizing acute
toxicity tests with Daphnia magna. Sixteen effluent samples were collected during six months, before and after the reactor’s

* Corresponding author: William Gerson Matias, e-mail: will@ens.ufsc.br.
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treatment. The effluent toxicity evaluation allowed the detection of changes caused by the own treatment system opera-
tion. Results showed that the effluent treatment in this kind of reactor could reduce toxicity up to 80%, although low values
of EC,, for carried tests showed high toxicity in all samples. The toxicidade tests used in the present work are based on
the whole effluent and can show a way to evaluate an effluent when there is no detailed information that the same con-
tain. Efforts should address the increase of reactor’s efficiency, improving the quality of treated effluentsin this system.

Key words: toxicity testes, Daphnia magna, UASB reactor, leachate.

INTRODUCAO

Testes de toxicidade podem ser definidos como proce-
dimentos nos quais as respostas de organi smos-teste sdo uti-
lizadas para detectar ou avaliar os efeitos adversos ou ndo de
uma ou mais substancias sobre os sistemas biol gicos. Estes
testes constituem-se basi camente na exposi¢&o de organismos
adiferentes condicOes, as quaistentam simular o ambiente natura,
visando assim a detectar seus efeitos letais e/ou subletais.

Testes de toxicidade com invertebrados aquaticos for-
necem importante suporte na determinacdo de impactos qui-
micos ao meio ambiente (Gherardi-Goldstein et al., 1990).
O microcrustaceo de agua doce Daphnia magna tem sido am-
plamente utilizado como indicador biol égico em estudos e con-
trole da qualidade da agua e em testes de toxicidade naavaliacdo
de efluentes (Nieto, 2000).

Os lixiviados s8o muitas vezes 0s principais causadores
da poluicdo gerada pelos aterros e lix8es. A dgua de chu-
va precipitada sobre aterros sanitarios, bem como aguas de
nascentes, percolam através do lixo, diluem e carreiam ama-
téria organica e os contaminantes, dando origem ao liquido
percolado, que pode causar sérios problemas ambientais. A
alta carga organica e a complexa composi¢éo desses liquidos
podem comprometer a qualidade de adguas nas regides pro-
ximas e de interferéncia aos aterros sanitarios, seja através
do defltvio para corpos de agua superficiais ou através da
infiltracdo até lengdis subterraneos. Esta complexa composicao
pode conferir elevado grau de toxicidade, caso néo sgjatratado
adequadamente.

Existe grande dificuldade em tratar lixiviados, ja que estes
nao tém composic¢éo definida. O tratamento depende de muitos
fatores, entre eles; composi¢do do residuo, concentracdo de
material orgénico biodegradavel, densidade, tipo de pré-tra-
tamento, seqliéncia de disposi¢ao, compactacdo, profundidade,
material de cobertura, fatores climéticos, tempo de disposi-
¢éo, entre outros.

Embora existam diversos sistemas de tratamento de es-
gotos e de residuos implantados, a maioria deles apresenta pro-
blemas de funcionamento e néo é efetiva no tratamento e na
disposicdo correta desses residuos. Reatores UASB (reator

anaerdbio de fluxo ascendente) tém sido utilizados com sucesso
no tratamento de efluentes e de lixiviados provenientes de outros
sistemas de tratamento. Nesse tipo de reator, as bactérias res-
ponsaveis pela conversao da matéria organica séo retidas no
Seu interior, 0 que possibilita menores tempos de detenc&o hi-
draulica, tornando assim estes sistemas competitivos em relagéo
aoutras possibilidades de tratamento de &guas residuarias e com-
pativeis com a eficiéncia dos processos aerobios.

Porém, sabe-se que nem sempre um bom desempenho
no sistema de tratamento significa reducdo dos efeitos toxicos
do efluente. Mesmo com eficiente tratamento de efl uentes, subs-
tancias xenobidticas, inibidoras, genotoxicas ou ndo biode-
gradaveis podem ndo ser removidas e, assim, causar impactos
sobre os ecossistemas.

Poucos séo os trabalhos no Brasil que correlacionam o
desempenho e atratabilidade dos efluentes com sua toxicidade
(Quaglia & Quadros, 1995). A grande maioria dos trabalhos
aborda principal mente as caracteristicas fisico-quimicas do
efluente e seus impactos no corpo receptor. O emprego de testes
de toxicidade aguda em efluentes permite avaliar os possi-
veis impactos que as vezes a simples caracterizagao fisico-
quimica da agua ndo revela.

O presente trabalho visa a contribuir com os estudos de
toxicidade aguda através de uma avaliacdo da eficiéncia de
um reator anaerébio de fluxo ascendente (UASB) experimental
no tratamento de lixiviados, utilizando como ferramenta os
testes de toxicidade com Daphnia magna.

MATERIAISE METODOS

O reator UASB utilizado foi construido em acrilico e
seu volume Util é de 9,5 litros. O reator foi operado em tem-
peratura ambiente, com excecdo dos meses frios, quando foi
realizado aquecimento interno com banho termostatizado, para
manter a temperatura na faixa dos 25° a 27°C. A alimenta-
¢do foi feita por meio de uma bomba peristéltica com fluxo
continuo, sendo que os parémetros, demanda quimica de
oxigénio (DQO), pH, carga organica volumétrica (COV —
gDQO/L.r.d), tempo de retencdo hidraulica (TRH) e vazdo
(Q), foram monitorados semanal mente.
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O reator foi operado em regime continuo durante 288 dias,
sendo que a carga orgéanica foi aumentada ao longo do tempo
paraverificarmos a €ficiéncia de remogéo de DQO. As amostras
do lixiviado utilizadas nos experimentos foram coletadas na
entrada (afluente) e na saida (efluente) do reator UASB.

Quanto aos testes de toxicidade aguda, estes foram
realizados seguindo as normas técnicas propostas por CETESB
(1986). Em cada teste foram utilizados diferentes fatores de
diluicdo em duplicata, aém de frascos controle (sem adicao
delixiviado). Para cada concentracgo foi observadaaimobilidade
e/ou amortalidade dos individuos apds o periodo de exposicdo
de 24 e 48 horas, encerrando o teste apos 48 horas.

A partir dos dados de imobilidade e/ou mortalidade do
organismo-teste, calculou-se a CE, utilizando o método de
Sperman-Karber “Trimmed Sperman-Karber method for
estimating medial lethal concentration in toxicity bioasays”
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ApGs a obtengdo dos valores de CE,, foi calculada a
porcentagem de reducéo de toxicidade através da férmula
proposta por Isidori et al. (2003):

%reducio =1— [CE*?Obr”toj »100

CEggtratado

Os testes de toxicidade foram realizados durante um
periodo de 6 meses a partir da estabilizacéo do reator. Foram
realizados 32 testes de toxicidade, sendo 16 com o afluente
e 16 com o efluente proveniente do reator UASB.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os valores dos parémetros analisados no lixiviado tratado

para a avaliagéo da toxicidade aguda através do programa  pelo reator UASB, bem como os valores da CE,, 48 h, est3o
computaciona “LC50 Programs JS Pear test” (Hamilton, 1977). na Tabela 1.
Tabela 1 — Caracteristicas das amostras e valores da CE,, 48 h,
em % de diluig8o, para as amostras de afluente e efluente, provenientes do reator UASB.
Tempo de operacio Temperatura 9% Remogdo COV ~ TRH . CEs CEs
(dias) PH °C DQO dias V% afluente  efluente
128 8.8 21,8 79,9 54 25 38 13,4 <10
133 7.2 18,9 55,0 45 25 3.8 13,8 <10
157 81 26,4 86,0 6,0 2,0 4,7 <6,3 31
163 7,9 26,5 22,0 6,1 1,7 5,6 <6,3 17,7
176 7,7 211 NA 55 1,3 7,1 44 9,5
190 7,6 26,4 96,0 6,0 17 5,6 4,4 17,7
197 8,0 284 96,0 54 13 7,1 4,8 17,7
205 7,9 245 92,0 6,0 1,9 4,9 2,2 8,2
212 7,9 25,2 99,0 6,0 1,9 4.9 55 13,2
226 7,8 24,0 96,0 59 34 2,8 0,5 18,1
247 74 30,0 NA 7,0 1,2 8,0 29 21,5
252 8,0 22,7 81,6 6,6 11 8,5 29 17,7
262 8,3 20,6 NA 7,0 1,2 8,0 29 19,6
269 74 25,3 86,7 8,6 1,0 9,7 11 23,7
275 74 30,2 854 81 1,0 9,5 11 21,2
287 7,7 28,6 NA 8,1 1,1 9,0 11 21,8
Média 7,8 25,0 81,3 6,4 1,7 6,4 44 16,5
Desvio-padréo 0,4 34 22,1 11 0,7 2,2 4,2 59
Coef. de variagéo 0,1 0,1 0,3 0,2 04 0,3 1,0 04

NA = ndo avaliado.
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Quanto aos parametros fisico-quimicos monitorados,
observamos a capacidade deste tipo de reator de tratar lixiviados
mesmo utilizando diferentes cargas organicas, pois ataxa de
remocao de DQO foi constante ao longo de todo o periodo.

Analisando os vaores de CE, obtidos para os afluen-
tes e efluentes (Figura 1) verificamos grande variabilidade ao
longo do tempo. Gherardi-Goldstein et al. (1985) também en-
contraram amplas variagdes na toxicidade de efluentes, inde-
pendente da existéncia ou ndo de tratamento.

A toxicidade do afluente tende a aumentar (diminuicdo
dos valores de CE, ), enquanto atoxicidade do efluente tratado
tende a diminuir (aumento dos vaores da CE, ). Os baixos
valores de CE,, encontrados nos testes, principal mente com
o afluente, demonstram a presenca de alta toxicidade paratodas
as amostras.

Mesmo com grande variacao temporal datoxicidade dos
efluentestestados foi possivel calcular a porcentagem de reducéo
detoxicidade (Tabela 2), proporcionada pela utilizacdo do restor
UASB para o tratamento de efluentes. Para um tempo de ex-
posicao de 48 h, a porcentagem de remoc&o média de toxicidade
foi de 81%, com um desvio-padréo de 14,6 e coeficiente de
variacdo de 0,2.

Os valores de reducéo de toxicidade obtidos neste trabalho
est8o muito proximaos dos encontrados por Zagetto et al. (1988),
gue observaram um nivel de reducdo de toxicidade de 85%
para efluentes industriais. Nieto (2000), em seus experimentos,
observou que indUstrias que utilizam reatores anaerébios como
tratamento primario ou secundario conseguem reduzir de 92,7%
a 97,6% atoxicidade original dos efluentes.

Laitano & Matias

Apesar da variabilidade ao longo do tempo, apenas nas
primeiras amostragens € que a toxicidade do efluente € maior
do que a toxicidade do afluente. Isto pode ser atribuido ao
fato de que o reator estava no inicio de operacéo e, portanto,
nao estabilizado suficientemente para eliminar os compostos
téxicos presentes nas amostras.

Os testes de toxicidade usados no presente trabal ho estéo
baseados no efluente como um todo e podem fornecer um
caminho para avaliar um efluente na auséncia de informacfes
detalhadas sobre as substancias que o mesmo contém. A
vantagem de usar organismos vivos para detectar a toxicidade
€ que os efeitos observados sao realmente aquel es provocados
pelas substancias que estdo biodisponiveis, ou que estdo numa
forma em que afetam diretamente os organismos.

O acompanhamento da toxicidade dos efluentes antes
e apos o tratamento no reator UASB permitiu detectar alte-
racBes provenientes da prépria operacdo do sistema de tra-
tamento. Considerando todos os problemas operacionais desse
reator encontrados ao longo do tempo pode-se concluir que
0 reator consegue remover atoxicidade original do efluente
em até 80%. Além disso, a eficiéncia média de remocéo de
DQO foi de 75%, valor muito préximo aos encontrados por
Calvalcanti (2003). Os baixos valores de CE, observados nos
testes demonstram a presenca de alta toxicidade mesmo apés
o tratamento das amostras de lixiviado no reator UASB.

Os testes de toxicidade realizados confirmam que esta
€ uma ferramenta prética e vantgjosa na avaliagdo datoxicidade
de efluentes, apresentando respostas rapidas e seguras para
o controle e monitoramento da qualidade ambiental.

241 —o— Afluente
22+ -=-Efluente

128 176

197

212 247 262 275

Tempo de operacgéo (dias)

Figura 1 — Evolugéo da toxicidade ao longo do tempo.
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Tabela 2 — Porcentagem de reducéo de toxicidade obtida nos testes com os afluentes e com os efluentes.

Tempo de operacéo (dias)

Reducéo da toxicidade (%)

128
133
157
163
176
190
197
205
212
226
247
252
262
269
275
287
Média
Desvio-padréo

Coeficiente de variagdo

NC

NC

NC

NC

534
75,0
73,0
73,1
58,8
97,5
86,5
83,5
85,1
95,4
94,8
94,9
80,9
14,6
0,2

NC = ndo calculével.
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RESUMO

A Estacao de Tratamento de Esgoto da Universidade Federal do Espirito Santo (ETE-UFES) esta localizada no Campus
Universitério de Goiabeiras, em Vitéria, ES. A tecnologia de tratamento desta ETE consiste na associacao em série de
reatores anaerébios do tipo UASB (Reator Anaeréhio de Fluxo Ascendente) e biofiltros aerados submersos, constituindo-
se em um processo biol6gico que realiza o tratamento de esgoto em nivel secundério. Este estudo prop&e avaliar prelimi-
narmente as caracteristicas ecotoxicol 6gicas do esgoto bruto e do esgoto tratado da ETE-UFES, através da utilizacdo de
bioensai os com embrides da ostra Crassostrea rhizophorae, e ainda verificar a eficiéncia da estacdo em termos de reducéo
do efeito toxico do sistema sobre 0 desenvolvimento embrionario da ostra. Animais adultos coletados em areas ndo poluidas
foram utilizados para obtenc&o dos embrides, os quais foram expostos a diferentes concentracdes de amostra composta
de esgoto bruto e tratado durante um periodo de 24 horas. Apos este periodo foi contado o nimero de embrides, larvas
normais e anormais. A partir dos dados obtidos foram determinadas as CE_ através do método Trimmed Spearman-Karber.
Foi observada a ocorréncia de diversos tipos de anormalidades envolvendo a méa formacéo da concha ou o desenvolvimento
retardado dentro do tempo esperado. A CE, obtida para o esgoto bruto foi de 13,02% e para o esgoto tratado, de 25,73%.
Os valores encontrados indicaram que ha severo efeito nocivo dos esgotos brutos e tratados sobre 0 desenvolvimento embrio-
larval daostra C. rhizophorae. A ETE-UFES apresentou baixa eficiéncia na remocé&o da toxicidade, indicando que provaveis
toxinas persistem ao tratamento, sendo responsaveis pela toxicidade remanescente. O uso de testes de toxicidade com
embrifes da ostra revelou ser apropriado para avaliacdo da eficiéncia de estacdes de tratamento de esgotos por responderem
a acdo nociva como um todo e por terem se apresentado altamente sensiveis.

Palavras-chave: teste de toxicidade, esgoto bruto, esgoto tratado, ETE, Crassostrea rhizophorae.

ABSTRACT

Utilization of tests of toxicity with embryos of oyster Crassostrea rhizophoroae
(Guilding, 1828) for evaluation the efficiency of the sewage treatment plant in the city of Vitéria (ES)

The Sewage Treatmant Plant of Federal University of Espirito Santo (STP-UFES) islocated in university camp of Goiabeiras,
Vitéria (ES). The technology of treatment of this STP consist in the set association of anerobics reactors of UASB (Upflow
Anaerobic Sludge Blanket) type and submersed aered biofilters constituing in a biological process that makes the treat-
ment of sewage at secondary level. Such research propose prelimilarly evaluate the ecotoxicological features of the crude
sewage and the treated sewage of the STP-UFES, through the utilization of bioassays with embryos of Crassostrea
rhizophorae oyster, and still examine the efficiency of the STP in terms of toxic reduction of the system over oyster
embryonary development. Adults animals collected in clean areas were utilized for obtainment of embryos, that were exposed
at different concentrations of compost samples of crude and treated sewage in a period of 24 hours. After this period, it
was counted the numbers of embryos, normal larvae and abnormal larvae. With the datas obtained, was determined the

*Corresponding author: Rafael Almeida Magris, e-mail: ra_magris@yahoo.com.br.
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EC,, through the Trimmed Spearman-Karber method. It was noticed the occurrence of different types of abnormalities
envolving the bad formation of shell or the retarded development inside the expected time. The EC, obtained for the crude
sewage was 13.02% and for the treated sewage 25.73%. The founded values indicated that exist a severe harmful effect
of the crude and treated sewages over the embryo-larval development of C. rhizophorae oyster. The STP-UFES presents
alow efficiency in removal of toxicity indicating that likelys toxines persist in the treatment, being responsable for the
remaining toxicity. The utilization of tests of toxicity with embryos of oyster showed be appropriate for evaluate the STP's
efficiency because they respond at a harmful action as a whole and for have been self presented as highly sensitive.

Key words: toxicity test, crude sewage, treated sewage, STP, Crassostrea rhizophorae.

INTRODUCAO

Os despejos de esgotos de origem domeéstica constituem
uma das formas mais comuns de poluicdo e tém causado agudas
e incidiosas alteracfes nas comunidades bidticas e habitats
(Borrely et al., 2000). Nos paises em desenvolvimento, este
problematem caréter ainda mais fundamental, jaque aminoria
dos residuos urbanos é objeto de algum tratamento e apenas
uma peguena propor¢do detal tratamento responde aumanorma
de qualidade aceitavel (Chernicharo, 1997).

Deste modo, h& a necessidade urgente do aumento da
competéncia institucional para o monitoramento rapido de
areas costeiras sujeitas aos despejos de esgotos domésticos.
Neste ambito, a ecotoxicologia representa uma ferramenta
poderosa para advertir sobre a contaminacdo dos ambientes
aquéticos e o comprometimento da manutencdo da vida
aguatica.

Os estudos sobre controle de toxicidade nos sistemas
de tratamento de esgotos so escassos, e amaioria dos profissio-
nais em saneamento desconhece n&o O os fundamentos técnico-
cientificos destes experimentos, como também os métodos
disponiveis para avaliagdo datoxicidade (Branco, 1986). Este
trabalho tem por objetivo avaiar atoxicidade do esgoto bruto
e tratado de uma estac&o de tratamento de esgotos (ETE) de

Vitéria (ES) e ainda verificar a eficiéncia da estacéo em termos
de reducdo do efeito tdxico do sistema sobre o desenvolvimento
embrionario da ostra Crassostrea rhizophorae, representando
uma abordagem complementar e pioneira na caracterizacao
dos esgotos no Estado do Espirito Santo.

MATERIAL E METODOS

O canal da Passagem faz parte do sistema estuarino da
Baia de Vitoria, representando a ligacdo entre esta e a Baia
do Espirito Santo. Apresenta extrema importancia econémica
para a regido da Grande Vitéria e abriga extensa area de
manguezal que o margeia. Apesar disso, este canal tem sido
usado como corpo receptor de efluentes domésticos tanto brutos
como tratados por estagBes de tratamento de esgotos, incluindo
0 da ETE-UFES, localizada no Campus Universitario de Goi-
abeiras, em Vitéria, ES (Figura 1).

A ETE-UFES apresenta a mais compacta tecnologia de
tratamento de esgotos sanitéarios disponivel atualmente no Brasil,
consistindo na associacdo em série de reatores anaerobios do
tipo UASB (Reator Anaerdbio de Manta de Lodo e Fluxo
Ascendente) e biofiltros aerados submersos, constituindo-se
em um processo bioldgico que realiza o tratamento de esgoto
em nivel secundario.

—20°23'59" S
—40°22'56" W

. Baiado
Espirito Santo

—20°23'51" S

P
3033,62
—40°12022 W +

Figura 1 — Localizagdo da ETE-UFES no Campus Universitério de Goiabeiras, em Vitoria, ES. A seta indica localizagdo da ETE.
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As amostras de esgotos brutos e tratados foram obtidas
em trés periodos do dia (8, 14 e 20 horas), coletando-se 1 litro
de cada tipo de esgoto por amostragem, sendo posteriormente
mantidas sob refrigeracéo, a 4°C. Na ocasido da realizacdo
dos testes, foi preparada uma amostra composta de cada tipo
de esgoto, constituida de aliquotas de cada horério da coleta
e com volumes proporcionais a vazao informada pela estaco.
A salinidade das amostras de esgoto foi elevada a 28 pela uti-
lizacdo de salmoura, preparada pela concentracdo da dgua do
mar natural através de evaporacdo lenta (= 40°). A determinacéo
do volume necessario para o gjuste foi cal culada através da fér-
mula de Salom&o (1978), descrita em Nascimento (2002).

Para a realizacdo do teste de toxicidade, foi utilizada
metodol ogia padronizada por Nascimento (2002). Ostras adultas
foram coletadas em areas ndo poluidas, sendo limpas, para fi-
carem livres de organismos incrustantes, e colocadas por uma
noite em &gua do mar filtrada sob aeracéo constante. Namanha
seguinte, coletaram-se artificid mente os embrides, através dare-
tirada de ovicitos e epermatozdides dos poros genitals com auxilio
de pipetas Pasteur. Apés fertilizacdo, os embrides foram contados
em camara de Sedgwick-Rafter, e foram realizados os cél culos
Necessari 0s para obter, nos recipientes-teste, 1.000 embries/100
ml, em &uado mar filtrada e esterilizada nas condigdes precritas.

Para este teste foram utilizadas quatro concentracfes de
esgoto bruto (10%, 25%, 50% e 70%) e do tratado (10%, 25%,
50% e 70%), com trés réplicas para cada concentracdo. Além
dessas soluces, foram usados dois grupos controle contendo
somente agua de diluicdo (agua do mar natural, filtrada e es-
terilizada), com trés réplicas cada. A substancia de referéncia
utilizada foi o DSS (0,0; 0,32; 0,56; 1,0; 1,8; € 3,2 mg/L).

Foi empregada umaréplicaadicional damenor e damaior
concentracdo para determinacdo de parémetros fisico-quimicos
(temperatura, OD, pH), obtidos com multiparémetro portatil
Y SI85, no inicio e final do teste.

Apbs manutencao dos recipientes-teste em incubadora
na temperatura de 26 + 1°C durante 24 horas de exposi¢éo,
foram removidas de cada recipiente-teste duas aliquotas de
10 ml que foram preservadas com formalina neutra a 4%, em
tubos de ensaio fechados. A partir dai, foram contados o nimero
de embrides, larvas normais e anormais entre os 100 primeiros
organismos encontrados em cada tubo.

Com os dedos obtidos, foi determinadaa CE, | dos doistipos
de egotos, e as diferencas no percentual de anormalidades entre
os diferentes tratamentos e entre as réplicas foram testadas es-
tatisticamente usando andlises de variancia (ANOVA). A com-
paracdo dostratamentos entre s foi efetuada pelo teste de Tukey.

RESULTADOSE DISCUSSAO

A andlise qualitativa das amostras do controle, comparada
com aquel as submetidas aos testes com esgoto bruto e esgoto
tratado, permitiu examinar os diferentes tipos de anormali-
dades, com caracteristicas especificas e bem definidas, envol-
vendo amalformaggo da concha e o desenvolvimento retardado,
no caso dos embrides. Os tipos de anormalidades mai s freqlien-
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temente encontrados estavam caracterizados por larvas com
reentrdncia em uma das valvas da concha, larvas com concha
de formato oval, larvas com extrusdo do velum, larvas com
depressao naregido do umbo e larvas com concha comple-
tamente descaracterizada.

A Figura 2 ilustra o percentual médio de anormalidades
observado no teste com embrides da ostra expostos 24 horas
adiferentes diluicdes de esgoto bruto e tratado da ETE- UFES.

Os valores dos parametros ecotoxicol 6gicos mostram
efeito nocivo severo das amostras de esgoto bruto e tratado
sobre o desenvolvimento embrionario da ostra C. rhizophorae
(Tabela 1). Isto é evidenciado pelos baixos valores de CE,,
encontrados em ambos os tipos de esgotos.

Comparando-se os valores da CE,, do esgoto bruto (CE,, =
13,02%) e do efluente da ETE (CE_ = 25,73%) nota-se baixa
eficiéncia na remocéo da toxicidade dos esgotos que chegam
aestacdo. |sso indica preliminarmente que os provaveis agentes
téxicos persistem ao tratamento propiciado pela ETE e séo
responsaveis pela toxicidade remanescente.

Apos verificacdo dos dados com relagéo ao teste de
normalidade, aAndise de Varianciarevel ou diferencasignificativa
entre os tratamentos, correspondendo as diferentes concentragdes
(p < 0,05) em ambos os tipos de egotos. Por suavez, ndo houve
diferenca significativa entre as réplicas de cada tratamento
(p > 0,05), sendo estas atribuidas a fenbmenos aleatérios. O
teste de Tukey apontou que tanto no esgoto bruto quanto no
tratado existem diferencas assnaaveis entre todos os tratamentos,
com excecdo das concentracBes de 50% e 70%, que ndo apre-
sentaram diferencas significativas no percentual médio de
anormalidades no nivel de 5% de significancia.

Embora a configuracdo da ETE-UFES apresente bom
desempenho na remoc&o dos parametros convencionais, como
as eficiéncias médias da ordem de 94% na remocéo de s6-
lidos em suspenséo, 95% na remog&o de DBO, e 88% na
remocado de DQO, ndo ha correlacdo evidente na eficiéncia
daremocéo dos componentes toxicos.

Esses resultados podem indicar que, na prética, os sis-
temas publicos de esgotos, além de receberem os despejos
liquidos provenientes dos usos da &gua para higiene e neces-
sidades fisiol 6gicas, estéo sujeitos a receberem efluentes de pe-
guenos estabel ecimentos comerciais com caracteristicas distintas
dos efluentes domeésticos, representando danos ao ambiente.

Resultados semel hantes na comparacdo da relacéo entre
0s parametros ecotoxicol égicos e 0s parametros convencionais
de monitoramento de ETESs foram obtidos por Silva et al.
(2000), que observaram na ETE do Balneério Camboril baixa
eficiéncia naremocao da toxicidade, mesmo alcancando boa
eficiéncia na remocédo de matéria organica.

Desta forma, as ETES representam fontes potenciais de
contaminantes toxicos para 0 ambiente aquético, sendo neces-
sario o controle de seus efluentes através da efetivacdo de um
plano de monitoramento que sirva como instrumento de controle
e comprovagzo da quaidade dadisposico find de esgotos, levando
em consideracdo os parametros el ucidados no presente trabalho
e evitando consequiéncias desastrosas para 0 meio ambiente.
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Figura 2 — Box plot da percentagem de organismos anormais nas diferentes
concentragdes das amostras de esgotos bruto e tratado e nos controles. EB — esgoto bruto; ET — esgoto tratado.

Tabela 1 — Valores da CE, (%) (e seus respectivos intervalos de confianga) e unidades toxicas para os dois tipos de esgotos.

. CEso (%) : "

Tipo de esgoto Intervalo min.-max. (95% confianca) Unidades toxicas
Esgoto bruto 13,02 (12,19-13,90) 7,68

Esgoto tratado 25,73 (24,49-27,03) 3,89

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

BORRELY, S. I., TORNIERI, P. H. & SAMPA, M. H. de O., 2000, Avaliag&o
da toxicidade aguda em efluentes industriais, afluentes e efluentes de
Estacéo de Tratamento de Esgotos. In: E. L. G. Espindola et al. (eds.),
Ecotoxicologia: perspectivas para o século X X|1. RiMa Editora, Sdo Carlos.

BRANCO, S. M., 1986, Hidrobiologia aplicada & engenharia sanitéria.
CETESB/Ascetesh, Séo Paulo, Brasil, 76p.

CHERNICHARO, C. A. L., 1997, Principios do tratamento biolégico de
aguas residuarias: reatores anaer6bios. Departamento de Engenharia
Sanitaria e Ambiental da UFMG, Belo Horizonte, Brasil, 246p.

NASCIMENTO, I. A., 2002, Testes de toxicidade com embrides da ostra
Crassostrea rhizophorae (Guilding, 1828). In: I. A. Nascimento, E. C.
P. M. Sousa & M. Nipper (eds.), Métodos em ecotoxicologia marinha:
aplicagBes no Brasil. EditoraArtes Gréficas e Industrial Ltda, Sao Paulo,
cap. VI, pp. 73-81.

SILVA,A.Z,,RORIG, L. R. & RESGALLA JR. C., 2000, Determinag&o do
efeito do esgoto bruto e efluente da Estagédo de Tratamento de Esgotos
do Balneério de Camboriti (SC) sobre o crescimento de Skeletonema
costatum (Baccilariophyceae). In: E. L. G. Espindola et al. (eds.),
Ecotoxicologia: perspectivas parao século X X|1. RiMa Editora, Sfo Carlos.



J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 1, n. 1, 2006, 53-56

JBSE

SETAC — Brazil

Comparacao dos Efeitos do Material Particulado em Suspensao
(PTS) Colhido em Diferentes Fontes Emissoras de Poluentes
sobre a Embriogénese em Ovos de Galinha

D. C. Azevepo,* D. S. OLIVEIRA, H. M. B. GUIMARAES, R. S. L. MARTINS,
M. MaccHiore & P. H. N. SaLbiva
LIM 05 — Laboratério de Poluicdo Ambiental, Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,
Av. Dr. Arnaldo, 455, 1° andar, sala 1226, Cerqueira César, Sdo Paulo, SP

RESUMO

Particulas em suspensdo no ar atmosférico sdo responsaveis pel os efeitos adversos a salide, podendo provocar malformactes
embriondrias. O presente estudo compara a embriotoxicidade de amostras de material particulado em suspenséo (PTS)
de trés perfis de fontes emissoras de poluentes: Sao Paulo, Capital; Cubatdo; e Araraquara. Foram utilizados ovos recém-
fecundados de Gallus domesticus divididos em: controle negativo, expostos ao PTS e controle positivo. Os ovos foram
abertos e analisadas as taxas de mortalidade e peso. A taxa de mortalidade dos ovos expostos ao PTS de Cubatdo foram
as maiores (41,7%), em relagdo a Araraquara (37,5%) e a S&o Paulo (9,1%), na dose de 0,3 nug/L (p < 0,05). A média dos
pesos daqueles que sobreviveram foi menor entre os expostos ao PTS de Cubat&o, comparados aos de S&o Paulo e Arara-
guara. Esses dados revelam que nao apenas as concentracfes do PTS interferem no desenvolvimento embrionério, mas
também os componentes, visto que a maior mortalidade e a menor média de peso encontram-se na amostra de Cubatao.

Palavras-chave: poluicdo, material particulado em suspensdo (PTS), embriogénese, teratogénese.

ABSTRACT

Comparison of particulate suspended matter (PSM) effects from different
pollution sources on chicken egg embryogenesis

Airborn particles are due to adverse effects on health and may cause adverse fetal outcomes. The present study compares
the embryotoxicity of the PTS (Total Suspended Particulate) from three different emitting pollution sources: S&o Paulo,
Capital; Cubatdo; and Araraquara. Chicken fertilized eggs were divided on: nontreatment control, PTS treated and positive
control. The eggs were opened and analyzed the mortality rates and weight of the embryos. The mortality rates of the PTS
treated eggs were the highest on Cubat&o (41.7%) followed by Araraquara (37.5%) and S&o Paulo (9.1%) at 0.3 ug/L PTS
dose (p < 0.05). The mean weight from hatching embryos were lower at Cubatéo PTS treated when compared with S&o
Paulo and Araraquara. These observations are supportive of the concept that not only the concentration of PTS interferes
on embryo development, but also their components, therefore the highest mortality and the lower mean weight belong
to Cubatdo sample.

Key words: air pollution, total suspended particulate (PTS), embryogenesis, teratogenesis.

INTRODUCAO

A exposicao a poluigdo atmosférica de grandes centros,
como a cidade de So Paulo, tem merecido a atencdo de muitos
estudos, uma vez que efeitos adversos a saude tém sido
observados em exposi¢es com nivels de concentracoes abaixo
dos considerados seguros (Saldivaet al., 1992, 1994, 1995).

Particulas atmosféricas sdo componentes importantes da
poluicdo atmosférica. So constituidas de materiais organicos
einorganicos que podem ser gerados através de processos de
combustdo. O material particulado tem sido alvo de muitos
estudos, uma vez que sua toxicidade esta relacionada ndo
somente a concentracdo, mas também a natureza quimica da
particula e sua composi¢do. Assim, podemos afirmar que uma

*Corresponding author: Sandro Estevan Moron, e-mail: sandromoron@uol.com.br.
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mesma concentracao de aerossol de combustéo de biomassa,
como, por exemplo, aresultante da queima de palha de cana-
de-aclcar, e afuligem de exaustao de automoveis devem emitir
diferentes toxicidades, assim como as particulas exaladas das
chaminés de industrias petroquimicas podem ser ainda mais
toxicas. O materia particulado pode ser formado por substancias
como sulfatos, nitratos, amdnia, cloro e carbono, elementos-
traco como chumbo, cadmio e mercurio, bem como alguns
metais de transicdo como o ferro e materiais biol 6gicos,
dependendo do tipo de materia do qua se originaram (Gilmour
et al., 1996; Harrisson & Yin, 2000; Cerna et al., 2000).

Tanto estudos epidemiol 6gicos quanto experimentais
mostram que a exposi¢ao a poluicdo atmosférica diminui o
desenvolvimento pré e perinatd . Pereiraet al. (1998) mostraram
associacao significativa entre mortalidade intra-uterina e
concentracdes de poluicdo atmosférica na cidade de S&o Paulo.
Em um seguimento desse trabalho, verificou-se que, em dias
em que a poluicdo atingia niveis elevados, havia aumento
importante do nivel de carboxihemoglobinano corddo umbilical
dos recém-nascidos. Além dos efeitos observados em humanos,
a poluicéo atmosférica, quando atinge areas silvestres, traz
alteracBes ao desenvolvimento embrionério de animais (Hui,
2002).

A visdo de que a placenta oferecia protegao total contra
0s agentes externos foi questionada a partir do incidente com
0 uso da Talidomida por gestantes. Utilizado na prevencéo
de émese gravidica, causou diversas anomalias fetais, como
desenvolvimento anormal dos membros e face, deficiéncias
cardiacas e renais, entre outras, comprovando o efeito
teratogénico de algumas substancias (Koren, 1998; Moore,
2000).

No Brasil, exemplo de anomalias fetais devido a agentes
externos ocorreu na cidade de Cubat&o, importante pélo
petroquimico, onde foi detectada associacdo entre o hascimento
de criancas malformadas, apresentando especial mente
anencefalia, e a poluicdo industrial daguela regido, na década
de 1980 (Rabello-Gay et al., 1991).

Assim, temos que tanto a Talidomida quanto a poluicéo
industrial de Cubatéo sdo compostos teratogénicos, umavez
gue podem provocar malformactes ou aumentar aincidéncia
de anomalias. No humano, o periodo de maior suscetibilidade
aum teratdgeno vai desde aterceira até a oitava semana de
gestacédo, periodo no qual ocorre a diferenciacéo celular.
Entretanto, se o teratégeno atuar no inicio da embriogénese
pode acarretar amorte do feto (Moore, 2000). As manifestacBes
mais comuns de teratogénese estao restritas a morte do feto,
carcinogénese e malformacges (Koren, 1998).

Apesar da dificuldade em transpor a fetos humanos as
lesBes causadas em animais (Koren, 1998), modelos
experimentais com embrides de galinha constituem a melhor
ferramenta para descobrir 0s possiveis efeitos teratogénicos
de substancias, pois possuem répido desenvolvimento
embrionario (20 a 21 dias), tém desenvolvimento embriofetal
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externo, ou segja, o ovo fora do corpo materno, o que facilita
a sua manutencao, e facil técnica experimental (processo de
exposicao ao PTS), aém de ser um modelo experimental de
embrido reconhecido pela comunidade cientifica, quando se
trata de estudos envolvendo a teratogénese (Guimaraes, 2004).

Considerando que o material PTS colhido em trés
municipios distintos (Cubatdo, Araraquara, Sdo Paulo) possa
ter diferente toxicidade, devido a natureza do material
particulado resultante da combust&o proveniente de cada um
deles, o presente estudo anaisou e comparou os possiveis efeitos
teratogénicos destes sobre embrides de Gallus domesticus,
identificando quais concentracdes de cada amostra s8o mais
agressivas ao desenvolvimento do embrido, e diferenciou o
grau de teratogenicidade pelo local proveniente da amostra.

MATERIAISE METODOS

Coleta do material particulado

O material particulado (PTS) foi coletado em trés
municipios diferentes: na atmosfera do prédio da Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo, regido da capital
paulista de intenso tréfego de veicul os automotores (Cetesb,
2002); atmosfera proveniente da queima de cana-de-agUcar
(biomassa) naregido de Araraquara, interior do Estado de S&o
Paulo; e atmosfera do pdlo petroquimico de Cubatéo. A coleta
do material foi de 24 horas, em sistemas de Amostradores de
Médio Volume, sendo todo material aproveitado. Apos a coleta,
o0 material particulado foi diluido em soro fisiolégico
(Ameenuddin & Sunde, 1984). O material particulado diluido
em soro foi agitado em um sonicador por 60 minutos. Apos
a homogeneizacéo, a amostra foi diluida em concentragdes
diferentes conhecidas, 0,03 e 0,3 pug/L, utilizadas durante os
experimentos.

A andlise do material particulado foi realizada através
do método de ativagdo de néutrons, no instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares da Universidade de Sao Paulo.

Tratamento dos embrides

Os experimentos foram executados em trés etapas, cada
umarealizadacom o materid PTS recolhido de cada municipio
de estudo. Foram utilizados ovos recém-fecundados, 120 ovos
para cada uma das etapas, nos seguintes grupos:

— grupo intacto (controle negativo) — 15 ovos ndo
inoculados;

— grupo salina (controle negativo) — 15 ovos inculados
com 0,3 ml de salina (0,9%);

— grupos com tratamento de inoculagéo — 0,3 ml de
solugdo PTS a 0,03 ng/L; 0,3 ml de solugdo PTS a
0,3 ng/L;

— grupo Ciclofosfamida (controle positivo) — 15 ovos
inoculados com 0,3 ml de solucdo de Ciclofosfamida
a 0,017 mg/ml (Gilani & Chatzinoff, 1982).
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Ciclofosfamida é uma droga sintética utilizada naterapia
de cancer e que sabidamente causa malformagdes de esqueleto
e tecidos em embrides (IARC, 1972).

Com excegdo do grupo intacto, os ovos foram inoculados
com suas respectivas solucdes, no terceiro dia de formacéo
embriondria, considerando como tempo zero a fecundacéo.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Foi observado que, na dose de 0,3 ug/L, asolugdo PTS
de Cubat&o obteve a menor média de peso; ja entre Sdo Paulo
eAraraquara, as médias ndo apresentaram diferenca estatistica
mente significativa, conforme exposto na Figura 1.

Em relag8o a viabilidade de sobrevivéncia apds a eclosio,
temos que 0s ovos expostos ao material PTS de Cubatdo

1,41

1,21
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obtiveram a maior mortalidade (41,7%), em Araraquara foi
intermediéria (37,5%) e em S&o Paulo foi a menor verificada
(9,1%), na dose de 0,3 ug/L, sendo essa diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) (Figura 2).

Osfiltros utilizados no preparo das solugdes foram enviados
parao |PEN, eaandlisefoi feitapelaDra. Mitiko Saiki, usando
0 método de ativacdo de néutrons (Tabela 1). Constata-se que
alguns elementos estdo presentes somente em Cubatdo,
principalmente uranio, que sabidamente tem efeitos del etérios
no desenvolvimento embrionério, além de ser mutagénico e
carcinogénico (Durakovic, 1999). Diante dos resultados aqui
expostos, pode-se dizer que ndo apenas as concentracdes do
PTSinterferem no desenvolvimento embrionério, mas também
0S componentes, visto que amaior mortalidade e amenor média
de peso encontram-se na amostra de Cubat&o.

1,04

0,8 1

Peso corporal/peso dos ovos intactos

0,6 -

0,4

-
— 1
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10 14
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Figura 1 — Peso dos embrides ao nascimento.
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Figura 2 — Sobrevivéncia e mortalidade dos embrides (em %).
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Tabela 1 — Elementos quimicos da andlise dos filtros.

Elemento AmostraPTSCubatdao Amostra PTS Sdo Paulo Amostra PTS Araraquara
Ca,pgm’ 799+15 N3o detectado N3o detectado

Ni, ug m™ 0,12+ 0,02 N&o detectado N3o detectado
U,ngm> 17,14 £ 0,05 N&o detectado N0 detectado
Ce,ngm> 841+5 N&o detectado N&o detectado

Nd, ng m™ 311+ 57 No detectado N&o detectado
Sm, ng m™ 47,08+ 0,05 N2o detectado N3o detectado

Tb, ngm™ 3,86+ 0,05 N2o detectado N2o detectado

Agradecimentos — CNPq, pela concesséo de bolsa de iniciaggo cientifica
2003-2004.

REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS

AMEENUDDIN, S. & SUNDE, M. L., 1984, Sensitivity of chick embryo
to various solvents used in egg injection studies. Proc. of the Soc. for
Experim. Biol. And Med., 175: 176-178.

CERNA, M., POCHMANOVA, D., PASTORKOVA, A., BENES, 1.,
LENICEK, J., TOPINKA, J. & BINKOVA, B., 2000, Genotoxicity of
urban air pollutants in the Czech Republic Part |. Bacterial mutagenic
potenticies of organic compounds adsorbed on PM 10 particul ates. Mutat.
Res., 469: 71-82.

CETESB, 2002, Relatério de qualidade do ar do Estado de Sio Paulo 2001.
Série Relatério — Secretaria do Estado do Meio Ambiente. CETESB,
Sao Paulo. Disponivel em: URL: http//:www.cetesh.sp.gov.br/AR.

DURAKOQVIC, A., 1999, Medical effect of internal contamination with
Uranium. Croat. Med. J., 40(1): 49-66.

GILANI, S. H. & CHATZINOFF, M., 1983, Embryopathic effects of
Cyclophosphamide. Environ. Res., 31: 296-301.

GILMOUR, P. S, BROWN, D. M., LINDSAY, T. G, BESWICH, P. H.,
MACNEE, W. & DONALDSON, K., 1996, Adverse health effects of
PM 10 particles: involvement of iron in generation of hydroxyl radical.
Ocup. Environ. Med., 53: 817-822.

GUIMARAES, H. M. B., 2004, Avaliacéo do efeito toxico do PM10 no
desenvolvimento embrionario do Gallus Domesticus. Tese de Doutorado,
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

HARRISSON, R. M. & YIN, J., 2000, Particulate matter in the atmosphere:
which particulate properties are important for its effects on health? Sci.
Total Environ., 249: 85-101.

HUI, C. A., 2002, Concentration of chromium, manganese, and lead in air
and avian eggs. Environ. Pollut., 120(2): 201-206.

IARC, 1981, Monographs on evaluation of the carcinogenic risk of chemicals
to man. World Health Organization, Geneva, 1972 (multivolume work),
26: 176.

KOREN, G, PASTUSZAK,A. & ITO, S, 1998, Drugsin pregnancy. N. Engl.
J. Med., 16: 1128-37.

MOORE, K. L. & PERSAUD, T. V. N., 2000, Embriologia clinica. Guanabara
Koogan, 543, 6. ed.

PEREIRA, L. A., LOOMIS, D., CONCEICAQO, G. M., BRAGA, A. L. F,
AREAS,R. M., KISHI, H. S, SINGER, J. M., BOHM, G M. & SALDIVA,
P H. N., 1998, Association between air pollution and intrauterine mortality
in Sdo Paulo, Brazil. Envir. Health Persp., 6: 325-329.

RABELLO-GAY, M. N., RODRIGUES, M. A. L. R. & MONTELEONE-
NETO, R., 1991, Mutagénese, teratogénese e carcinogénese — métodos
ecritérios de Avaliacao, Ribeirdo Preto. Sociedade Brasileira de Genétical
Revista Brasileira de Genética, 246p.

SALDIVA, P H. N, KING, M., DELMONTE, V. L. C., MACCHIONE, M.,
PARADA, M. A. C.,, DALIBERTO, M. L., SAKAE, R. S., CRIADO,
P. M. P, SILVEIRA, P L. P, ZIN, W. A. & BOHM, G. M., 1992,
Respiratory alterations due to urban air pollution: an experimental study
in rats. Environ. Res., 57: 19-33.

SALDIVA, P H.N,, LICHTENFELS,A. J. F. C,, PAIVA, P S. O, BARONE,
I.A., MARTINS, M. A., MASSAD, E., PEREIRA, J. C. R,, XAVIER,
V. P. & BOHM, G M., 1994, Association between air pollution and
mortality due to respiratory diseasesin children in Sdo Paulo: apreliminary
report. Environ. Res., 65: 218-225.

SALDIVA, P. H. N., POPE II, C., SCHWARTZ, J., DOCKERY, D. W.,
LICHTENFELS,A.J. F. C,, SALGE, J. M., BARONE, |.A. & BOHM,
G. M., 1995, Air pollution and mortality in elderly people : atime series
study in S&o Paulo, Brazil. Arch. Environ. Health., 50(2): 159-163.



J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 1, n. 1, 2006, 57-61 JB SE

SETAC - Brazil

Mutagenicidade do Sedimento e Estresse Oxidativo
Hepatico em Peixes sob a Influéncia de Curtumes

K. C. TacLIARILY R. CeccHini,® J. A. Vaz RocHa! & V. M. F. VarcasH?

FEPAM — Fundag&o Estadual de Protecdo Ambiental Henrique Luis Roessler, Programa de Pesquisas Ambientais,
Av. Dr. Salvador Franga, 1707, CEP 90690-000, Porto Alegre, RS

2PUCRS - Pontificia Universidade Catdlicado Rio Grande do Sul, Av. Ipiranga, 6681, CEP 90619-900, Porto Alegre, RS
SUEL — Universidade Estadual de Londrina, Depto. de Ciéncias Patolégicas, C.P. 6001, CEP 86051-990, Londrina, PR

RESUMO

A mutagenicidade da &gua intersticial e a de extratos organicos do sedimento dos rios Cadeia e Feitoria foram avaliadas
através do ensaio de microssuspensdo em Salmonella utilizando as cepas TA97a, TA98, TA100 e TA102, na auséncia e
presenca de S9 mix. No local contaminado, as respostas para agua intersticial foram mutagénicas ou indicativas dessa
atividade, sugerindo presenca de compostos mutagénicos causadores de substituicdo de pares de base e erros no quadro
de leitura do DNA das linhagens estudadas, incluindo substancias que geram estresse oxidativo. Os extratos orgénicos
estudados apresentaram mutagénese direta ou indicativa em relagdo as linhagens TA97a, TA98 e TA100. De modo geral,
afragcéo metabolica exdgena diminuiu a mutagenicidade das amostras. Os figados de Gymnogeophagus gymnogenys, familia
Cichlidae, coletados na érea impactada, comparados aos do local ndo poluido, foram analisados quanto aos parametros
de estresse oxidativo. Comparativamente aos controles, houve aumento significativo na atividade da superoxido dismutase
(SOD), nos niveis de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBARS) e na quimiluminescéncia das célul as hepéticas
dos peixes da area poluida. A concentragdo dos citocromos P450 e b5 diminuiu significativamente nos peixes do local
poluido em relagéo ao local de referéncia, enquanto a atividade da catalase ndo sofreu alteragéo. Foi possivel correlacionar
as alteracOes biol dgicas sofridas nos peixes expostos aos despejos de curtumes com a presenca de compostos mutagéni cos
na agua intersticial desse ambiente.

Palavras-chave: ensaio de microssuspensdo em Salmonella, cromo, compostos organicos, sedimento, estresse oxidativo
em peixes.

ABSTRACT

Sediment mutagenicity and liver oxidative stressin fish under tannery influence

The mutagenicity of interstitial water and organic extracts from the sediments in the Cadeia and Feitoria Rivers, RS, Brazil,
were evaluated by Salmonella microsuspension bioassay using TA97a, TA98, TA100 and TA102 strains, in the absence
and presence of S9 mix. At the contaminated site, the mutagenic responses for interstitial water, suggested the presence
of frameshift and base pair substitution mutagens, including substances that generate oxidative stress. Organic extracts
presented direct or indicative mutagenesis to the TA97a, TA98 and TA100 strains. In general, an exogenous metabolic
systems decreased the mutagenicity of the samples. The livers of Gymnogeophagus gymnogenys, family Cichlidae, collected
in this impacted area, compared to a non-polluted site, were analyzed for oxidative stress parameters. Compared to the
controls, there was a significant increase in the activity of superoxide dismutase (SOD), levels of substances reactive to
thiobarbituric acid (TBARS), and in the chemiluminescence of hepatic cellsin fish collected at the polluted area. The
concentration of cytochromes P450 and b5 decreased drastically in the fish at the polluted site, while the catalase activity
did not change. It was possible to correlate the biological changes in the fish with the presence of mutagenic compounds
in interstitial water in this area.

Key words: Salmonella microsuspension bioassay, chromium, organic compounds, sediment, oxidative stress in fish.
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INTRODUCAO

Compostos quimicos provenientes de atividades antropicas
indugtriais, agricolas e dométicas, quando liberados no ambiente
sem tratamento adequado, congtituem risco potencia paraasalide
humana e aintegridade dos ecossistemas. Atualmente, entre os
testes de mutagenicidade mais utilizados em amostras ambientais
estdio 0s que usam microrganismos, em especial o teste
Salmonella/microssoma (teste de Ames). O ensaio de
microssuspensdo em Salmonella, uma modificagdo do teste de
Ames cléssico, é sensivel na deteccdo de mutagenicidade em
diversos tipos de amostras. Além disso, esse ensaio permite a
utilizagdo de peguenas quantidades de amostras, de fragbes
metabdlicas hepéticas e de seus co-fatores, fatoresimportantes
em estudos ambientais (Maron & Ames, 1983; Kado et al., 1983;
Vargas et al., 1995). Os estudos de estresse oxidativo hepético
em animai s aquéticos fornecem parmetros para biomonitora-
mento ambiental (DiGiulio et al., 1989; Bainy et al., 1996).
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MATERIAL E METODOS

Amostragem

As amostras de sedimento foram coletadas no inverno de
2000 e no verdo de 2002, em dois arroios locdizados no nordeste
do Estado do Rio Grande do Sul (Figura 1). Um ponto de
amostragem escolhido, Arroio Feitoria— FEIOO1 (Figura 1),
localiza-se nas proximidades de induUstrias de curtume, além
de estar sob influéncia agricola e de esgotos domésticos em menor
escala. O outro ponto, Arroio Cadeia— CADO06 (Figura 1),
encontra-se em local considerado de referéncia, sem interfe-
réncia de esgotos domésticos e industriais.

Os peixes foram coletados em abril, maio, julho e agosto
de 2002, no Arroio Feitoria e na Lagoa Fortaleza (Figura 1),
sendo a espécie Gymnogeophagus gymnogenys, familia
Cichlidae, escolhida por fornecer quantidade de figado su-
ficiente para as andlises e por se alimentar freqlientemente no
substrato do rio.
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Figura 1 — Area de estudo com localizacZo dos pontos de amostragem.
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Extractes e ensaios

A &uaintersticial foi extraida das amostras de sedimen-
to através de centrifugacdo a 10.000 g durante 10 minutos a4°C.
Os extratos organicos das amostras de sedimento foram obtidos
através de extracdo quimica, pela técnica de ultra-som com
concentragcdo em rota-vapor, utilizando o solvente diclorometano
grau pesticida para extrair a fracdo moderadamente polar. As
avaiaches de mutagénese e citotoxicidade foram redizedas através
do ensaio de microssuspensio em Salmondla (Kado et al., 1983),
nos volumes de 50, 100, 150, 200, 300 e 400 pl/placa paradgua
intergticia ede 2,5, 10, 40 e 80 pg/placa para 0s extratos organicos.
Os ensaios foram redizados com as cepas TA97a, TA98, TA100
e TA102 de Salmonella typhimurium, para as amostras de &gua
intersticial, e com TA97a, TA98 e TA100, para as amostras de
extratos do inverno, em presenca e auséncia de ativacao meta
bdlica (fracdo S9 de figado de rato).

A amostra foi considerada positiva quando o valor da
mutacdo induzida foi o dobro da atividade mutagénica obser-
vada no controle negativo e quando houve relacdo significativa
na curva dose-resposta avaliada pelo programa SALMONEL
(Myerset al., 1991). Quando somente um dos critérios citados
foi observado, aamostrafoi considerada como indicativa de
atividade mutagénica. No teste de viabilidade celular, as res-
postas foram consideradas citotoxicas quando a porcentagem
de sobrevivéncia naamostra foi menor que 60% da observada
no controle negativo.

Os figados dos peixes capturados foram extraidos e
armazenados como “pool” em nitrogénio liquido até o momento
dos ensaios. A obtencdo da fracdo microssomal hepética,
utilizada na determinacdo espectral dos citocromos P450 e
b5 (Omura & Sato, 1964) e da fracdo sobrenadante, usada na
avaliacdo das atividades da superéxido dismutase — SOD
(Marklund & Marklund, 1974) e da catalase — CAT (Aebi,

Renque

Linhagens
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1984), foi realizada através de centrifugacdes segiienciais
(Cecchini et al., 1990). A quimiluminescéncia (Flechaet al.,
1991) e alipoperoxidacéo hepéticas (Oliveira& Cecchini, 2000)
também foram incluidas na avaliac&o do estresse oxidativo
do G. gymnogenys. Os resultados foram analisados estatisti-
camente pelo teste-t de Student através de programa
computadorizado (GraphPad InStat, GraphPad Software, Inc.).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Nas amostras de aguaintersticia do FEIO01, foi observada
mutagenicidade significativa (Renque 2) tanto no inverno como
no verdo para as linhagens TA98, TA100 e TA102, em ensaios
diretos (Figura 2). As respostas foram negativas (Rengue 0)
para TA97a, sem e com S9mix. As amostras de ver&o do
CADOO06 apresentaram indicios de mutagenicidade (Renque
1), utilizando a TA102, na auséncia e presenca de S9mix.
Quanto aos extratos organicos (Figura 3), as amostras de inverno
do FEI001 apresentaram mutagenicidade positiva (Renque 2)
paraalinhagem TA97a e indicios dessa atividade nas linhagens
TA98 e TA100 (Renque 1), em ensaios diretos. Apos utili-
zacao de metabolismo exdgeno, a mutagenicidade da maioria
das amostras foi diminuida. Nenhuma das amostras apresentou
citotoxicidade com ambos os tratamentos.

Comparativamente aos controles (Lagoa Fortaeza), houve
aumento significativo na atividade da SOD, da lipoperoxidagéo
detectada pelos niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (TBARS) e na quimiluminescéncia das célu-
las hepéticas de G. gymnogenys coletados no FEIO01 (Tabela
1). Além disso, houve drastico decréscimo na concentragcéo
dos citocromos P450 e b5 nos peixes do local poluido em re-
lagdo area controle, enquanto ndo houve dteracdo significativa
na atividade da catal ase.

Il CADO06/inverno
CADO006/verdo
[ FEI001/inverno

EIFEI001/verao

TA102

Figura 2 — Renque de mutagenicidade direta das amostras de agua intersticial dos Arroios Cadeia e Feitoria, no inverno e verdo. Renque de
mutageni cidade baseado na mutac&o induzida e na curva dose-resposta (revertentes/ul de &gua intersticial) avaliadas pelo programa SALMONEL

(Myers et al., 1991), em que Renque 0 = sem mutagenicidade; Renque 1 =

indicios de mutagenicidade; Renque 2 = mutagenicidade significativa.
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Figura 3 — Renque de mutagenicidade das amostras de inverno de extratos organicos do Arroio Feitoria, na auséncia (— S9) e presenca (+ S9) de
metabolismo exégeno. Renque de mutagenicidade baseado na mutagéo induzida e na curva dose-resposta (revertentes/iig de extrato organico)
avaliadas pelo programa SALMONEL (Myers et al., 1991), em que Renque 0 = sem mutagenicidade; Renque 1 = indicios de mutagenicidade;

Renque 2 = mutagenicidade significativa.

Tabela 1 — Parametros avaliados no figado de peixes (Gymnogeophagus gymnogenys)
coletados na Lagoa Fortaleza, Cidreira, RS, e no Rio Feitoria, Lindolfo Collor, RS.

. b
A Media + sd. Andlises estatisticas
Par ametros® o
L agoa Rio (P)
CITOCROMO P450
(nmol/mg proteina) 0,22+ 0,056 N.D. -
CITOCROMO b5 0,32 + 0,027 0,17 + 0,080 0,037
(nmol/mg proteina)
CATALASE
(+ABS/mg proteing) 7,84 + 0,481 8,77 + 0,007 0,224
SUPEROXIDO DISMUTASE 38,50 + 0,810 74,75 + 2,40 0,002
(U/mg proteina)
TBARS
(nmol TBARS/mg proteina) 0,37 £ 0,150 0,79+ 0,348 0,035
QL 95255 + 24596 164244 + 21609 <0,0001

(méxima cpm/mg proteina)

%0s citocromos P450 e b5 foram expressos em nmol por mg de proteina; a catalase, como diferenca de
absorbancia (ABS) por mg de proteina; a SOD, como unidades (U) por mg de proteing; TBARS, como nmol
de TBARS por mg de proteina; e a quimiluminescéncia, como cintilacBes por minuto por mg de proteina.

®L agoa Fortaleza (pool = 41 animais); rio Feitoria (pool = 60 animais). Para cada parametro foram realizadas 6
repeticoes e, portanto, o SD estarelacionado a metodologia de repeticéo.

“Teste t de Student n&o pareado; quando os SDs das médias foram diferentes, foi aplicado o teste alternativo de
Welch. Foram considerados estati sticamente significativos os valores de p < 0,05.

A mutagenicidade ou seus indicios em amostras de &gua
intersticial e extrato organico, nas cepas avaliadas, demonstra
a presenca de substéncias capazes de modificar o deslocamento
do quadro de leitura e de substituir pares de bases no DNA,
incluindo compostos oxidantes detectados pela TA102. As
amostras de aguaintersticial do FEIOO1 mostraram ativida-
de mutagénica ou indicios dessa acdo de formamais acentuada

sem ativagao metabolica, com diminuicdo da mutagenicidade
apos o uso de SOmix. Em estudos com metais pesados, prin-
cipalmente na avaliagdo de cromo hexavalente, foram encon-
trados resultados semelhantes (Bianchi et al., 1983; DeFlora
et al., 1984), sugerindo a presenca desse metal na agua
intersticial do FEIOO01. Entretanto, a mutageni cidade encontrada
nos extratos orgéni cos do FEIO01 sugere contribui¢do de com-
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postos mutagénicos de natureza moderadamente polar como
os hidrocarbonetos poliarométicos (PAHS). A deteccdo da
mutagenicidade no FEI001 indica os riscos biol gicos a que
aflorae afauna esto expostas nesse ecossistema. Utilizando
G gymnogenys como biomarcadores de polui¢do agquética foi
possivel verificar que os animais do FEIO01 (area poluida),
em relacdo aos animais do local de referéncia, estdo sofrendo
estresse oxidativo hepético de forma semelhante aos resul-
tados encontrados em peixes inoculados com dicromato de
potéssio (Tagliari et al., 2004). Essas evidéncias concordam
com o diagndstico de mutagenicidade na dguaintersticial do
FEIO001 e indicam a presenca de compostos oxidativos como
o cromo no local. Esses resultados indicam a complexidade
de substancias reativas presentes em uma amostra ambiental
e permitem agdes preventivas e mitigadoras.
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RESUMO

A biodegradacdo do efluente e residuo s6lido da Estacdo de Tratamento de Esgoto da cidade de Americana, SP (DAE
Americana), aqual trata400 L s de esgoto municipal junto com efluentes de 43 indUstrias téxteis, foi estudada utilizando
diversos microrganismos, como cianobactérias e fungos basidiomicetos do género Pleurotus, e também em sistema anaerdébio.
A toxicidade foi determinada utilizando como bioindicadores Hydra attenuata, a alga Selenastrum capricornutum e sementes
de alface (Lactuca sativa). A degradacéo do efluente foi eficiente para descoloracdo e toxicidade. A descoloracéo do residuo
sblido foi possivel utilizando os fungos, entretanto, a toxicidade aumentou, mostrando que a degradacdo deve ser estimulada
por mais tempo ou é necessario 0 uso de outros organismos ou outras metodologias. A quantidade de enzimas lacase e
manganés peroxidase produzida variou na presenca do efluente ou do lodo. O tratamento anaer6bio/aerdbio mostrou-se
0 mais eficiente para a degradacéo do efluente, sendo a cor removida durante o processo anaerébio e a toxicidade reduzida
apo6s o tratamento aerdbio.

Palavras-chave: biodegradacao, efluente téxtil, lodo, residuos solidos, bioensaios, Hydra attenuata, Lactuca sativa,
Selenastrum capricornutum.

ABSTRACT

Textile effluent toxicity after treatment by microor ganisms

The Municipal Treatment Station of Americana, Sao Paulo, Brazil, manages 400 L s of effluent, from domestic and textile
origin, which produces an average of 20t of sludge per day. The degradation of the effluent and sludge by cyanobacteria,
by fungus Pleurotus, and anaerobic system was evaluated after an activated sludge treatment. The detoxification was
appraised with three bioassays comprising the cnidarian Hydra attenuata, the alga Selenastrum capricornutum and |l et-
tuce seeds. All the microorganisms were able to degrade and detoxify the effluent. The strains of Pleurotus were able to
decolorized the sludge, however the toxicity increased. The three strains produced high amounts of manganese-peroxi-
dase and laccase in the presence of the effluent or sludge. The anaerobic/aerobic treatment was the most efficient for
degradation of the effluent and reducing its toxicity.

Key words: biodegradation, textile effluent, sludge, dye, decolorization, bioassay, Hydra attenuata, Lactuca sativa,
Selenastrum capricornutum.

INTRODUCAO

AsindUstrias téxteis geram grande quantidade de residuos
com bhaixos niveis de degradacdo, incluindo os corantes utili-
zados no processo, conseqlientemente, ha dificuldade de tratamento
e disposicao final desses residuos. Cerca de 15% dos corantes
utilizados no processo de tingimento sdo perdidos no efluente.
A degradacéo por microrganismos tem tido sucesso em alguns
casos, porém, a baixa degradabilidade desses compostos tem
resultado em niveis de degradacdo néo satisfatorios, inclusive

em sistemas delodo ativado. Nesses sstemas, grande quantidade
de residuo solido é formada, contendo ainda grande parte dos
corantes adsorvidos que sdo descartados em aterros industriais,
sendo este outro problema ambiental.

O objetivo deste trabalho foi estudar a degradacéo por
varios microrganismos em termos de descol oracéo e toxicidade,
buscando uma tecnologia mais eficiente na degradacdo dos
residuos de efluente da Estacdo de Tratamento de Esgoto Mu-
nicipal de Americana, SP, que contém efluentes de indUstrias
téxteis.

*Corresponding author: Regina T. R. Monteiro, e-mail: monteiro@cena.usp.br.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados o efluente e residuo sdlido da Estacéo
de Tratamento de Esgoto de Americana (ETE-DAE/Ameri-
cana, SP), os quais séo resultantes do tratamento do efluente
municipal por lodo ativado e contém mistura de ¥ de esgo-
to doméstico e ¥ oriundos de 43 indUstrias téxteis diferen-
tes, sendo os corantes pertencentes a classe das antraguinonas
eindigdides.

Os microrganismos foram os fungos basidiomicetos
Pleurotus ostreatus, duas linhagens de Pleurotus sajor-caju
CCB 020 (F2) e PSC 94/03 (F6) e as cianobactérias Anabaena
flos-aquae, Phormidium autumnal e e Synechococcus sp. PCC.
A degradacéo do efluente em meio anaerdbio e anaerébio +
aerébio também foi estudada.

Oinéculo fungico foi preparado em meio malte-agar (2%
malte e 0,2% extrato de levedura) incubado a 28°C durante
oito dias. Frascos Erlenmeyer de 125 ml contendo 3,5 g de
bagaco de cana e 1,5 g de farelo de trigo foram inoculados
com trés discos de 5 mm de diametro da cultura. Apos 12 dias
de incubac&o, metade dos frascos foi inativada em estufa a
55°C, com a finalidade de verificar se a descoloragéo seria
devido a adsorgéo ao micélio ou a degradacdo. Em seguida,
30 ml de efluente foram aplicados sobre os fungos ativos e
inativos. Os frascos foram entdo incubados por duas sema-
nas e analisados. As cianobactérias foram inoculadas em frascos
Erlenmeyer de 125 ml contendo 50 ml de efluente. Para o
tratamento anaerdbio frascos de 150 ml, totalmente preenchidaos,
foram fechados com tampa de borracha e selados com fita de
aluminio em atmosfera de CO, e incubados por 15 dias.
Posteriormente, os frascos foram abertos para aeracéo e in-
cubados por mais 15 dias.

O lodo residual misturado a bagago de cana (5:1, v/v)
foi inoculado com as trés linhagens de Pleurotus. Apos 30 dias
foram analisados e a atividade das enzimas ligninoliticas
manganés peroxidase e lacase foram medidas segundo
metodologia de Kuwaharaet al. (1984) e Szklarz et al. (1989).

A toxicidade do efluente foi avaliada utilizando como
bioindicadores os organismos Hydra attenuata, a alga
SHenastrum capricornutum e sementes de aface (Lactuca sativa).

Hydra attenuata: As amostras foram preparadas
adicionando-se 14,7 mg de CaCl,.2H,O e 11 mg de tamp&o
TES para 100 ml de amostra e ajustando-se o pH para 7,0 +
0,1. Asamostras foram filtradas a 0,22 um para evitar cresci-
mento microbiano e diluidas para 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125;
e1,56% em meio paraHydra (Trottier et al., 1997) e somente
meio para controle. Quando ndo permitiram filtragem, as
amostras foram diluidas paraafiltragdo. Foram utilizadas placas
de poliestireno contendo 12 “pocinhos’ (3 repeticdes x 4
concentraces) onde foram colocados 4 ml de amostra e 3
organismos por repeticdo. As alteracBes namorfologia (doses
subletais) e morte das Hydras sdo avaliadas apés 24, 48, 72
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€ 96 h de exposicao, e os valores de NOEC (maior concentracdo
sem efeito sobre o organismo) e LOEC (menor concentracéo
gue apresentou efeito sobre o organismo) foram calculados.

Sdl enastrum capricornutum: Foram utilizados 5 controles
e 3 repeticdes das diluicbes 100; 50; 25; 12,5; e 6,25% da
amostrafiltradaa 0,22 um em 2,5 ml de meio (Blaise et al .,
2000). Quando néo foi possivel a filtragem a 0,22 um do
efluente, foram utilizadas dilui¢Ges maiores. Prepararam-se
20 ml de uma solucéo de in6culo contendo 2,6.10° cel./ml de
maneira que fossem adicionadas 10.000 células para cada re-
peticdo. As amostras foram incubadas por 72 h a 24°C sob
constante iluminagdo (4000 + 10% lux). Foram feitas contagens
do ndmero final de algas e osvaloresda LC,, que € acon-
centracé@o que apresenta efeito sobre 50% dos individuos
analisados, foram determinados.

Alface (Lactuca sativa): Sao colocadas 20 sementes de
alface sobre papel de filtro Whatman n.1 em placa de
poliestireno (@ = 9 cm) embebidaem 2 ml de cada diluicdo
daamostra (100; 50; 25; 12,5; e 6,25%) filtrada em membrana
Millipore 0,22 um. As amostras sdo incubadas envoltas por
papel de aluminio e apds 72 h avaliam-se a germinacéo das
sementes e 0 comprimento das radiculas parao calculoda L C,
(Dutka, 1989).

RESULTADOSE DISCUSSAO

As cianobactérias Anabaena, Phormidium e Synechococcus
foram capazes de descolorir o efluente, 24, 28 e 2%, respec-
tivamente. Considerando que houve um efeito da cor verde das
culturas, nas leituras, a descoloracdo foi maior do que a deter-
minada pela metodol ogia empregada. Esse efeito foi mais pro-
nunciado para a cianobactéria Synechococcus. A descoloracao
em meio anaerdbio e anaerdbio + aerdbio foi total. 1sso indi-
ca a presenca no efluente de organismos capazes de reduzir
anaerobicamente as moléculas, com quebra do grupo cromaforo.

O tratamento do efluente com as cianobactérias foi capaz
de reduzir atoxicidade em relacdo ao efluente-controle, para
H. attenuata (Tabela 1). O controle incubado no escuro apre-
sentou efeito toxico ligeiramente maior que o controle naluz,
indicando que a fotodegradacdo, embora pouco significati-
va, foi suficiente para reduzir a toxicidade. Foi encontrada
inibicdo para o crescimento das radiculas de aface somen-
te para o controle escuro. No teste com alga ndo foi encon-
trada toxicidade.

As amodtras de efluente tratadas com Pleurotus mostraram
aumento nos valores de NOEC e LOEC para H. attenuata,
indicando reducdo na toxicidade apds o tratamento (Tabela 1).
As linhagens inativadas mostraram menor reducéo no efeito
toxico, indicando adsor¢éo dos corantes ao micélio, porém este
nao € o principa processo envolvido. No teste de germinagao
de sementes houve reduco na toxicidade sobre o crescimento
das radiculas para as linhagens ativas de Pleurotus, mas nao
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paraasinaivadas. No teste com algando foi detectada toxicidade
em nenhum dos tratamentos.

Em meio anaerdbio, no teste com H. attenuata ndo foram
detectadas diferencas na toxicidade antes e apds o tratamento,
mostrando que, embora ndo tenha havido reducdo natoxicidade,
adegradacao do efluente ndo resultou em formacao de metabdlitos
mai s toxicos que amoléculaoriginal. Quando, apds o tratamento
anaerohio, osfrascos foram reaerados houve reducéo natoxicidade
com relacdo ao controle (Tabela 1). A mesma tendéncia foi
verificadano teste comaaga S capricornutum, em que foram
obtidos valores parecidos paraalC,, parao controle e tratamento
anaerdbio, 73 e 70%, respectivamente, enquanto para o trata-
mento anaerdbio + aerdbio atoxicidade foi bastante reduzida.
No teste de sementes n&o foi detectada toxicidade.

Descoloracéo e toxicidade do lodo por Pleurotus
Aslinhagens de P. sgjor-caju F2 e F6 foram mais eficientes
para descolorir o lodo do que P. ostreatus, apos 30 dias de
incubacdo. Houve aumento de toxicidade apés o tratamento do
lodo com as linhagens de Pleurotus sobre o organismo H.
attenuata. A linhagem P. sajor-caju F6 foi o tratamento que
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apresentou maior toxicidade. O lodo pode conter maior quan-
tidade de corantes hidrofébicos e insolGveis que sdo removi-
dos do efluente, durante a decantacéo, de dificil degradacéo.

No teste com aalga S. capricornutum houve inibicao
somente na concentracéo de 100% do efluente, que foi de 32%
para o controle, 40% para P. sajor-caju F6 e 11% para P.
ostreatus. Para P. sajor-caju F2 ndo foi detectadainibicdo em
nenhuma concentracéo. O teste de germinacao e crescimento
das rediculas de alface mostrou reduggo naIC_ paratodos os
tratamentos com relaggo ao controle, IC, = 97, o que significa
aumento natoxicidade, IC, paraF2 =41 elC_ paraF6 = 88.

A atividade enzimatica foi maior na presenca do lodo
comparada com a do efluente (Tabela 2), entretanto, ndo teve
correlacdo com a descoloracdo do lodo pelas linhagens. P. sgjor-
caju F2 foi 0 mais eficiente na descoloracdo do lodo e pro-
duziu manganés peroxidase em quantidade similar a de lacase
(ao redor de 2,6 U), enquanto P. ostreatus, embora tenha sido
menos €ficiente na descoloracdo, produziu elevada quantidade
de lacase (8,0 U) e manganés peroxidase (3,7 U), indicando
gue a presenca de enzimas pode ndo ser o Unico fator envolvido
na descol oracéo.

Tabela 1 — Valores de NOEC e LOEC paraHydra e IC_ para L. sativa para o efluente tratado com
linhagens de cianobactérias, Pleurotus e sistema aerdbio/anaerdbio.

Hydra Sementes
Tratamentos
NOEC LOEC I1Cso
Controle escuro 6,25 12,5 94,98
Controle luz 12,5 25 0
Anabaena 50 0
Phormidium - 0
Synechococcus 50 0
Controle 1,56 3,125 53,69
P. sgjor-caju F2 ativo 12,5 25 0
P. sajor-caju F2 inativo 6,25 12,5 52,13
P. sajor-caju F6 ativo 12,5 25 0
P. sajor-caju F6 inativo 6,25 12,5 66,35
P. ostreatus ativo 12,5 25 0
P. ostreatus inativo 3.125 6,25 62,73
Controle 12,5 25 73,35
Anaerébio 12,5 25 70,39
Aerdbio + anaerobio 100 0
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Tabela 2 — Atividade das enzimas manganés peroxidase e lacase dos fungos na presenca do efluente e lodo.

Efluente Lodo
Tratamentos - — -
M anganés per oxidase Lacase = Manganés peroxidase Lacase
Controle 0 0 0 0
P. sajor-caju F2 0,31196 0,5239 2,3617 0,293
P. sajor-caju F6 0,39572 2,2427 2,7653 2,555
P. ostreatus 0,75384 0,0264 3,7219 8,008
CONCLUSAO DIELS, L., 1997, Heavy metal bioremediation of soil. In: Sheehan, D.

Os estudos mostraram que os organismos foram eficientes
no tratamento do efluente quanto a descoloracéo e toxicidade.
O lodo descoloriu, entretanto apresentou aumento na toxicidade
apos o tratamento, indicando a necessidade de combinacéo
com outros tratamentos.
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Utilizacdo de Planarias da Espécie Dugesia (Girardia) tigrina em
Testes de Toxicidade de Efluente de Refinaria de Petrdleo
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Departamento de Bioquimica e Microbiologia, Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro, SP
’PETROBRAS, Refinaria de Paulinia, Paulinia, SP

RESUMO

A acdo do efluente da Refinaria Petréleo de Paulinia (REPLAN) foi testada em planérias de agua doce da espécie Dugesia
(Girardia) tigrina em estado de regeneracéo. Este teste de toxicidade cronicafoi realizado com o intuito de estabel ecer
condic¢es para utiliza-las no monitoramento da eficacia do tratamento aplicado pelarefinaria. Foram testadas as amostras
coletadas de seis pontos: rio Jaguari (captacdo da REPLAN); entrada de tratamento bioldgico (apds tratamento fisico);
entrada da Lagoa de Estabilizac&o (Ultima etapa do tratamento); saida da Lagoa de Estabilizacdo; montante a descarga
de efluente no rio Atibaia; e jusante a descarga de efluente. Agua mineral foi utilizada como controle. Cinco ou oito planérias
adultas em regeneracdo para cada ponto foram testadas. Espécimes adultos foram selecionados e ndo foram alimentados
durante o experimento. O teste foi iniciado imediatamente apds a remocao das cabecas das planérias (corte com |[amina)
e finalizado quando a regeneracdo estava completa. Detectou-se efeito altamente tOxico apenas para os individuos testados
na amostra referente ao término do tratamento primario, antes da aeracéo e do tratamento biol 6gico aplicado pelarefinaria.
Pode-se concluir que o efluente da REPLAN, ao final do processo de tratamento, ndo ocasionou nenhum efeito na
regeneracéo cefélica.

Palavras-chave: toxicidade crénica, planarias, efluente de petréleo, agua, Dugesia (Girardia) tigrina.

ABSTRACT

Use of freshwater planarians Dugesia (Girardia) tigrina testing toxicity of a petroleum refinery wastewater

The action of wastewater from Paulinia Petroleum Refinery (REPLAN) was tested in freshwater planarian regeneration,
from the species Dugesia (Girardia) tigrina. This chronic toxicity test was realized to establish conditions to use them
as a monitoring species of the refinery treatment efficiency. The tested samples wore collected at six points: rio Jaguari
(REPLAN water intake); wastewater beginning biological treatment (after physical treatment); wastewater entering sta-
bilization lagoon (last stage of treatment); discharge of stabilization lagoon; upstream from effluent discharge at rio Atibaia;
downstream from the effluent discharge. Drinking water was used as control. Five or eight adult planarian at regenera-
tion stage was tested in each point. The adult tested specimens were selected and weren’t feed during the experiment. The
test was initiated immediately after the removal of planarian’s head (cut with blade) and finalized when the regeneration
was complete. It was detected high toxic effect only at the sample from the primary treatment discharge, before realiz-
ing the aeration and biological treatment. We can conclude that REPLAN effluent, at the end of the treatment process
don’t cause any effect in Dugesia (Girardia) tigrina cephalic regeneration.

Key word: chronic toxicity, freswater planarians, petroleum’s effluent, water, Dugesia (Girardia) tigrina.

*Corresponding author: Gislaine Silva Barros, e-mail: gsbarros@gmail.com.
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INTRODUCAO

O meio aquético ha muito tempo tem sido utilizado para
lancamento de efluentes, tanto industriais como domésticos.
Atualmente, para o monitoramento da qualidade dos corpos
hidricos, andlises quimicas e fisicas sGo consideradas insuficientes
para predizer a possivel toxicidade. O uso de bioindicadores
permite a comprovacao de que determinado composto ou suas
misturas exercam algum efeito. Asrefinarias utilizam grande
volume de agua nos processos de refino. Cada etapa do processo
derefino pode acrescentar ao efluente final complexas misturas
de substancias quimicas. Esta pesquisa € parte de um convénio
da Refinaria de Petrdleo de Paulinia(REPLAN) e FUNDUNESPR,
que andlisa diferentes partes do tratamento do efluente darefinaria
esuainfluénciano rio Atibaia, antes e ap6s o lancamento. S&o
avaliados seus principais parametros: fisicos, quimicos e
biol 6gi cos e toxicol gicos.

O monitoramento permite que a empresa obtenha controle
ambiental atualizado, capaz de sinalizar com antecedéncia os
gjustes industriais, quando necessérios; estabel ece condicles
para que possam capitalizar os aspectos positivos do
monitoramento diante da opinido publica, 6rgdos de governo,
imprensa e mercados de atuacao; possibilita se adequar as
normas 1SO 14000; bem como proporciona condicdes para
que a empresa possa se adaptar as exigéncias da legislacéo
ambiental, segundo o Ministério do Meio Ambiente.

Os comités internacionais de regulamentacdo na area de
toxicologia genética recomendam a aplicacdo de mais de uma
centena de testes para a determinacdo dos potenciais mutagé-
nicos, carcinogénicos e genotoxicos.

Os testes de toxicidade buscaram detectar efeito subletal
em planéria sob condicBes de regeneracdo. Planarias sdo
importantes componentes de ecossistemas limnicos, tém ampla
distribuicdo geografica, so sensiveis a poluentes e possuem
alta capacidade de regeneracdo, além de facil criacdo e
manutencdo em laboratdrio.

Gragas a sua hierarquia relativamente simples de organi-
zacao, os invertebrados representam um model o apropriado
parainvestigacdo funcional dainteracdo neural em animais
simples. A este respeito, a planaria, um verme chato considerado
ancestral de todo Bitaleria, incluindo Chordata, € de particular
relevancia por ser o maior exemplo primitivo de centralizaco
do sistema nervoso (Caronti et al., 1999).

Planérias de &gua doce tém sido estudadas para avaliar
os efeitos biol dgicos de poluentes em testes de toxicidade de
curto prazo. Esses organismos sao particularmente utilizados
no campo da toxicologia aquética, porque sdo sensivels auma
variedade de agentes farmacol 6gi cos e toxicol dgicos, indicando
gue podem ser feitas anal ogias bioquimicas e fisiol égicas com
a suscetibilidade de animais superiores aos poluentes. E mais,
0 ato poder de regeneracéo faz deles um apropriado sistema
paratestar o efeito teratogénico em organismos adultos (Calevro
et al., 1998).

Barros et al.

Por serem saprofagas, as planarias tém funcéo muito
importante nos ecossi stemas aquati cos. Nenhuma espécie de
sapréfaga sozinha consegue decompor completamente um
cadaver. Contudo, as comunidades de decompositores existentes
na biosfera consistem em muitas espécies que, pela sua acéo
sequiencial, conseguem decompé-lo completamente. A decom-
posicao ocorre através de transformacgdes de energia dentro
de e entre os organismos, sendo uma funcéo absolutamente
vital. Se ndo ocorresse, todos os nutrientes ficariam retidos
em cadaveres e nenhuma vida nova poderia ser produzida
(Odum, 2001).

MATERIAL E METODOS

Animais e regime de manutencéo

Os espécimes utilizados pertencem a populacéo de Dugesia
(Girardia) tigrina (Platyhelminthes, Turbellaria, Tricladida)
identificada pela Dra. EuddxiaM. Froehlich (USP — S&o Paulo,
SP). As planérias foram coletadas no tanque de criacéo de
plantas e invertebrados para aulas préticas, do Jardim
Experimental no Instituto de Biociéncias da Unesp, Campus
de Rio Claro, e transportadas para aquarios no laboratério de
toxicidade, onde os animais sdo mantidos em agquarios com
aguapotavel (mineral) e alimentados semana mente com figado
bovino fresco. O alimento é colocado no aguério para que se
alimentem e apds doze horas é retirado; em seguida é redlizada
alimpeza dos aquérios. Os casul os séo separados e mantidos
em recipientes separados até a eclosdo. Sdo mantidos nos
aquaérios separados pelo més de eclosdo.

Amostras testadas

Foram testadas as amostras coletadas de seis pontos: rio
Jaguari (captacdo da REPLAN para uso social e industrial);
entrada no tratamento biol égico (efluente bruto com remocéo
fisica de 6leos e graxas); entrada da L agoa de Estabilizacéo
(efluente tratado); saida da L agoa de Estabilizacdo; montante
adescarga de efluente no rio Atibaia; e jusante a descarga de
efluente.

Tratamento experimental

Ao todo foram realizados cinco testes, nas seguintes datas:
15 de dezembro de 2003, 5 de maio de 2004, 16 de junho de
2004, 14 de julho de 2004 e 1 de setembro de 2004.

Para os ensai 0s biol 6gicos de toxicidade empregando
as planarias foram utilizados. vermes de mesmo comprimento,
nascidos no mesmo més, tendo em média 15 mm, visivel
abertura do gonéporo e postura de casulo na populacdo em
que estavam inseridos. De acordo com a metodologia
empregada por Calevro et al. (1998), sdo transferidas para
placas de petri com &gua e no movimento de elongacdo sdo
cortadas com uma lamina na altura abaixo das auriculas. A
seguir as partes posteriores dos animais sdo transferidas para
as placas do ensaio (controle e amostras).
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Durante 0 ensaio, 0s animais séo mantidos sob iluminacéo
natural, temperatura constante de 22°C e ndo sdo alimentados.
As observacdes sdo feitas a cada 24 horas. Apds nove ou dez
dias, 0 ensaio é finalizado. O teste limitou-se a observar a
regeneracdo e a locomocao; a mudanga de comportamento
(imobilidade) é um parémetro de fécil medicéo diaria, mostrando
efeito subletal.

Em cada placa do ensaio foram testadas cinco ou oito
planarias (cinco no primeiro experimento e oito nos demais)
em 75 ml de soluc&o-problema, observando uma densidade
de 0,094 individuos/ml. A densidade ideal de manutencéo das
plandrias é de 0,04 individuo por mililitro, ou sgja, dez planérias
para cada 250 ml de &gua, segundo estudos comportamentais
realizados por Reynoldison et al. (1965), mas isso ndo foi
seguido devido a necessidade de um nimero minimo de
planérias para o teste, tendo, assim, que submeté-las a um
ambiente estressante durante o experimento.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Nos cinco experimentos realizados, no ponto referente
ao efluente bruto observou-se a mortalidade de todos os
individuos no primeiro dia do teste, o qual foi realizado sem
diluicdo (Tabela 1). Também ndo houve em nenhuma das
planarias sobreviventes mudancas nalocomocgao que possam
ser consideradas significativas. Foram realizados cinco testes,
nos quais foi observado certo padr&o: ao final de nove dias
o teste estava finalizado, no entanto, ainda foi observado por
mais um dia, totalizando 240 horas de observacdo. Todos os
pontos, com excecdo do ponto 6, tiveram regeneracdo similar
ado controle: com 48 horas houve aformacéo do blastema,
com sua constituicdo/crescimento normal até 120 horas; com
144 horas de experimento houve a formacéo inicial do ocelo,
com sua formacdo completa em 192 horas; com 144 horas
observou-se o inicio daformagdo das auriculas e finalizacéo
em 216 horas. Péde-se, assim, considerar a regeneracdo
completa. A densidade variou entre 0,7 e 0,11 individuo/
mililitro, com a média de 0,094, o que néo parece ter afetado
as popul acdes em teste.

J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 1, n. 1, 2006 69

N&o houve diferenca detectavel em quase todas as
amostras, tanto na regeneracdo quanto na diminui¢do ou
modificacdo dalocomoc¢do dos animais observados. Apenas
em um dos testes realizado houve alteracdo: um individuo de
apenas duas amostras e em um experimento ndo se regenerou;
somente o blastema foi formado até o décimo dia de observacéo.
No entanto, ndo podemos inferir se foi algum componente do
efluente que causou a diferenca, pois parece ser um caso isolado,
€150 ocorreu tanto no ponto de captacdo de aguano rio Jaguari,
gue ndo sofre interferéncia do efluente da Refinaria, quanto
no ponto do lancamento do efluente no rio Atibaia.

O presente trabalho sugere que planérias da espécie
Dugesia (Girardia) tigrina congtituem os organismos que podem
ser utilizados para testes de toxicidade de corpos d’ agua que
sofrem influéncia de efluentes de refinaria de petréleo para
a verificacdo da eficacia do tratamento aplicado.
Especificamente para as amostras dos rios Jaguari, Atibaia e
efluente tratado da REPLAN, as planérias ndo detectaram
toxicidade para 0 mecanismo de regeneracéo.
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RESUMO

A busca de indicadores de efeitos devido a exposicdo de organismos ndo-alvo a fungicidas vem se intensificando. Atualmente,
as alteracBes bioquimicas e as relacionadas a parametros do desenvolvimento estdo entre as medidas de eventos mais
estudados como possiveis indicadores na dependéncia da ocorréncia de periodos criticos no desenvolvimento, ja que muitos
desses produtos alteram vérios aspectos do sistema reprodutivo. Aos indicadores usados tradicional mente como porcentagem
de fertilidade, abortos e natimortos, foram acrescentados outros parametros rel ativos ao desenvolvimento fisico reprodutivo
(diamédio de descida do testiculo e abertura de vagina), além do estabel ecimento de método in vitro para avaliacéo da
possivel interferéncia dos pesticidas na atividade da CY P19 aromatase, que catalisa a conversdo de andrégenos em
estrogenos. Neste trabalho procurou-se avaliar os possiveis efeitos do fungicida Fenarimol apés exposicéo perinatal, uma
vez que o transporte placentario do Fenarimol aumenta a partir do 18° dia da prenhez e é excretado pelo leite materno.
As fémeas de ratos Wistar foram expostas a 150 ou 300 mg.kg™ de Fenarimol (S.C.) durante o periodo inicial ou final
da prenhez ou durante os seis primeiros dias da lactacdo. As taxas de viabilidade ao nascimento (VA) e ao desmame (VD)
foram observadas conforme: VA = 100 x (nimero de filhotes natimortos/nascidos vivos) e VD = 100 x (nimero de filhotes
desmamados/nascidos vivos). Todos os filhotes tiveram seu desenvolvimento fisico reprodutivo acompanhado até o 26°
dia de vida. As duas doses estudadas, apesar de terem afetado de forma pontual os parémetros fisicos observados, ndo
demonstraram clara evidéncia de efeito dose-resposta ao Fenarimol dentro da mesma fase (prenhez e lactacéo). Tais
observac@es enfatizam aimportancia de estudos prospectivos desses produtos, com o uso de indicadores que evidenciem
alteracOes sutis. A obtencédo de dados de alvos mais sensiveis podera contribuir para o aprimoramento dos instrumentos
COm 0S quai's 0s riscos possam ser minimizados em relacéo a salde ambiental. Assim € que, para a avaliagéo da provéavel
interferéncia do fungicida na atividade da aromatase, esta sendo adaptado o método no qual sdo utilizados microssomos
de figado de ratos como fonte da enzima a ser avaliada em presenca do Fenarimol.

Palavras-chave: Fenarimol, ratos, bioindicadores, desenvolvimento animal, reproducéo.

ABSTRACT

Fenarimol effects on the animal development and ratsreproduction

The search of biomarkers of effects due to the non-target organisms’ exposure to fungicides comes intensifying itself.
Nowadays the alterations of biochemical and of developmental parameters are among the measures of events most studied
as possible biomarkers depending of the critical periodsin the development; since many of these products alter several
aspects of the reproductive system. Beyond the biomarker used traditionally as fertility percentage, abortions and still-
born, were added other parameters related to the reproductive physical development (average day of testicle descent and
vagina opening); and in vitro establishment of the method for evaluation of the possible pesticides interferencein CY P19
aromatase activity, that catalyzes the conversion of androgens in estrogens. In thiswork, it was eval uate the possible effects
of the fungicide Fenarimol after perinatal exposure, since the fenarimol placental transport increases from the 18" ges-
tational day and is excreted via maternal milk. The females Wistar rats were exposed to 150 or 300 mg.kg of Fenarimol

*Corresponding author: Vera Castro, e-mail: castro@cnpma.embrapa.br.
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(S.C.) during the initial or final gestational period or during the six first days of suckling. The birth (VA) and weaning
(VD) viability were observed as: VA = 100 x (number of stillborn/born alive) and VD = 100 x (number of weaned/born
alive). All pups had its reproductive physical development accompanied till the 26" life day. Both studied doses, in spite
of having affected the observed physical parametersin a punctual way, did not cause clear evidence of a dose-response
effect to Fenarimol within the same phase (gestation and lactation). Such observations emphasize the importance of these
products prospective studies, with the biomarkers use that may evidence subtle alterations. The obtained data of more
sensitive targets will be able to contribute for the amelioration of the methods and polices that are able to minimize the
risks regarding the environmental health. Thus, it is being adapted the method for the evaluation of possible fungicide
interference in aromatase activity, in which are used mice liver microsomes as enzyme source to be evaluated at the presence

of Fenarimol.

Key words: Fenarimol, rats, biomarkers, animal development, reproduction.

INTRODUCAO

O répido crescimento da utilizagdo de produtos quimicos
introduziu o conceito de andlise de risco dentro da avaliacéo
de impacto ambiental. O risco refere-se a probabilidade de
um organismo ou uma determinada popul acdo sofrer dano. Esta
avaliacao é realizada, quanto a salide ambiental, identificando
Orgéos ou sistemas af etados que podem levar a enfermidades
e desequilibrios e estabel ecendo as condic¢des de exposi¢ao
e dose ao agroquimico que levam ao dano e/ou enfermida-
de. Os agroquimicos podem ocasionar prejuizos ao desenvol-
vimento embriofetal, provocando aborto ou deficiéncias na
formaco do feto (Nurminen, 1995). O estudo do efeito desses
produtos durante afase de lactagdo também € importante devido
a possibilidade de sua eliminagao por estavia e, consequien-
temente, de expor o filhote a0 mesmo. Essa exposicdo pode
levar a alteragdes fisiol 6gicas e comportamentais, uma vez
gue ao hascer 0s animais ndo possuem todos os sistemas fi-
siologicos maduros (Thiel et al., 1994; Hallen et al., 1995;
Vogel & Hagler, 1996; Pohl et al., 1998).

Para gjudar a determinar os riscos através da exposi¢do
asubsténcias quimicas em humanos a USEPA (U.S. Environmen-
tal Protection Agency) vem requerendo fregiientemente tipos
especificos de testes toxicol 6gicos, usualmente em ratos e
camundongos. Muitos agentes ambientais (entre €es os pesticidas)
afetam o Sstemareprodutivo, e os testes confirmam informagfes
de seus efeitos sobre varios aspectos deste, incluindo gestagéo,
parto, lactacdo, desmame, crescimento e desenvolvimento da
prole (Claudio et al., 1999). A exposi¢&o a agrogquimicos pode
ocasionar alteracGes na modulacdo do sistema endécrino de
animais silvestres e do ser humano, que resultariam em efeitos
prejudiciais reprodutivos e na inducdo de certos tipos de can-
cer. Um dos possiveis mecanismos de agdo paraesse efeito éa
interferéncia com asintese de esterdides, mais precisamente com
aenzimaCY P19 aromeatase, que catdisaaconversio de androgenos
em estrogenos, sendo responsavel pelo balango homeostético entre
0 que tradicionalmente sdo considerados hormonios femininos
emasculinos. Em vertebrados, aaromatase esta presente no cérebro,
e o imprinting perinatal € governado por hormonios esterdides
no cérebro, em desenvolvimento.

Em alguns estudos foi observado que o transporte
placentério de Fenarimol ocorre ao redor de 0,1% da dose
administrada, correspondente a 350 mg.kg™ naracéo do dia
0 aosdias 14, 15, 16, 17 ou 18 quando o [*C] Fenarimoal (8,2
nCi) foi administrado em dose Unica, embora a partir do 18°
dia da prenhez sua taxa de concentracdo seja 1,0. A sua
concentracd@o no leite materno alcanca concentracdes 3 a 5
vezes aquelas encontradas no plasma materno. Apés a
administracéo de [**C] em ratas no quinto dia de lactacéo,
aparecem altas concentracdes de radioatividade no hipotalamo
dos neonatos, que aumentam rapidamente e decrescem mais
lentamente. Essas altas concentragdes do fungicida coincidem
com a época do desenvolvimento do comportamento sexual
(Hirsch et al., 1986).

Tais observacdes, em relacdo ao desenvolvimento e/ou
expressdo do sistema reprodutor masculino, enfatizam a
importancia do estudo prospectivo dos efeitos desse fungicida.
Assim, a avaliacdo perinatal é importante para o desenvol-
vimento do estudo do desenvolvimento animal e dateratologia
(Nelson, 1991).

O objetivo do trabalho foi avaliar alguns parémetros
reprodutivos em ratas expostas ao Fenarimol e avaliar alguns
possiveis efeitos no desenvolvimento fisico de ratos expos-
tos perinatal mente.

MATERIAL E METODOS

Animais utilizados e exposi¢do ao Fenarimol

Os animais utilizados foram ratos Wistar, mantidos em
condices padronizadas de bictério. Para o acasalamento, cada
macho foi colocado com duas fémeas de ciclo estral regular.
A presenca de espermatozoéides no lavado vaginal das ratas
foi considerada como indicativa do 1° dia de prenhez. Foi
anotado o ganho de peso de cada fémea durante a prenhez e
dos filhotes do 1° até o 23° dia de vida. As fémeas foram
expostas durante o inicio (1-6 dias; Pri) ou o fina da prenhez
(15-21 dias, Prf) ou os seis primeiros dias da lactacéo (Lac),
por via subcutanea, nas doses fracionadas de principio ativo
de 150 ou 300 mg.kg™*/d de Fenarimol, Rubigan®, Dow
AgroSciences.
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NUmero de animais utilizados

Foram usadas 10 fémeas para cada grupo experimen-
tal. Na analise do desenvolvimento fisico foram utilizados todos
os filhotes de cada ninhada.

Parametros analisados

Foram avaliadas as taxas de viabilidade ao nascimento
e ao desmame das proles conforme descrito: VA = 100 x (nimero
de filhotes natimortos/nascidos vivos) e VD = 100 x (nime-
ro de filhotes desmamados/nascidos vivos). Os filhotes fo-
ram avaliados quanto ao seu desenvolvimento fisico. A presenca
ou auséncia dos parémetros observados deu-se de acordo com
aidade do filhote e por determinado nimero de dias conse-
cutivos até o aparecimento do mesmo em todos os filhotes
avaliados (Alder, 1983; Hossain et al., 1999). Foram anotados,
por filhote, os dias respectivos em que ocorreram a abertu-
ra de vagina (20 a 26 dias de vida) e a descida dos testicu-
los (20 a 26 dias de vida).

RESULTADOSE DISCUSSAO

As taxas de viabilidade ao nascimento e ao desmame
das proles das fémeas expostas ao Fenarimol ou n&o (controle)
est8o descritas na Tabela 1. Os resultados desta avaliagdo quanto
ao potencial de toxicidade do fungicida sdo registrados em
porcentagem.

A taxa ao nascimento foi calculada para verificar a
possibilidade de efeitos observados nos testes devido a problemas
na prenhez das ratas. Verificamos, dos resultados obtidos, que
ha efeito do fungicida na curva de sobrevivéncia dos fil hotes.
Quantidades distintas de Fenarimol ndo interferem nacurvade
sobrevivénciados filhotes, ou sga, 0 nimero de ratos vivos cujas
ninhadas foram expostas namesmafase, porém submetidas adoses
ditintas de Fenarimol, € estatisticamente similar. Periodos distintos
de exposicéo interferem na curva de sobrevivéncia dos filhotes,
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0u sgja, 0 nUmero de ratos vivos cujas ninhadas foram tratadas
com umamesmadose, porém em fases didtintas, € etetisticamente
diferente. Os dados presentes sfo uma confirmag@o dasensibilidade
dos animais no periodo perinatal a este fungicida, que pode ser
excretado no leite (Hirsch et al., 1986).

Na Tabela 2 estdo descritos os resultados obtidos dos
parametros de desenvolvimento fisico dos filhotes, abertura
de vagina e descida dos testiculos, sendo estes parametros
observados em todos os filhotes das ninhadas. Sao apresentados
os dias médios e respectivos desvios-padrédo para que 100%
dos filhotes de cada ninhada (n = 10) pertencentes aum mesmo
grupo apresentem o parametro estudado.

Apesar da diversidade de estudos existentes, 0 impacto
dos pesticidas na salide nem sempre é bem conhecido. Sabe-
se, por exemplo, que aexposicao de fémeas a pesticidas durante
afase reprodutiva pode levar a alteracdes fetais com reflexos
fisicos e comportamentais, na dependéncia da ocorréncia de
periodos criticos no desenvolvimento animal, durante a prenhez
e imediatamente apds o nascimento.

O Fenarimoal produz ainibicéo da atividade da aromatase
CY P19, com conseqliente prejuizo da sintese de estradiol,
concorrendo para falhas na diferenciacao sexual cerebral de
machos (Hirsch et al., 1987; Vinggaard et al., 2000). A aromatase
citocromo P450 é produzida pelo gene CY P19. Um dos principais
passos no desenvolvimento e diferenciacéo sexua no cérebro
€aconversdo intraneuronal de andrégenos em estrégenos. Esse
passo é catalisado pela enzima denominada aromatase citocromo
P450 (CY P19). Durante o desenvolvimento, aformacao local
de estrégeno em determinadas regides cerebrais desempenha
importante funcdo no mecanismo através do qual os esterdides
sexuai's desempenham sua acdo neuroendécrina centrd, influen-
ciando a diferenciacéo cerebral, a regulacéo do controle
gonadotrdfico e o comportamento (Stoffel-Wagner, 1999; Honda
et al., 1998). Conseqlientemente, ele pode promover ateracdes
neurocomportamentais e reprodutivas.

Tabela 1 — Avaliag8o da taxa de viabilidade ao nascimento e ao desmame em ratas (n = 10) expostas oralmente ao Fenarimol
(150 ou 300 mg.kg™, S.C.). Os dados séo apresentados em porcentagem (teste x> — p < 0,05; * = estatisticamente significativo). S8o apresentados
também a média de dias de durag@o em dias da prenhez das fémeas de cada grupo e seus respectivos desvios-padréo.

Grupos Taxadeyiabilidade Taxa deviabilidade ao Duracéo (_ja prenhez
ao nascimento (%) desmame (%) (dias)
ConPri 96,67 (3/90) 83,33 (75/90) 21,7+ 0,95
ConPrf 100,0 (0/85) 97,64 (83/85) 21,7+ 0,48
ConLac 97,19 (3/107) 85,04 (91/107) 22,0+ 0,82
FenPri 150 100,0 (0/89) 77,52 (69/89) 22,0+ 1,15
FenPri 300 98,95 (1/96) 79,16 (76/96) 21,7+0,82
FenPrf 150 96,93 (3/98) 95,91 (94/98)* 21,6+ 0,70
FenPrf 300 91,14 (7/79) 97,46 (74/79)* 22,0+ 0,67
FenLac 150 100,0 (0/90) 77,77 (70/90)* 22,7+ 0,67
FenL ac 300 100,0 (0/89) 77,52 (69/89)* 22,3+0,48
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Tabela 2 — Desenvolvimento fisico e neurocomportamental dos filhotes de fémeas expostos a 150 ou 300 mg.kg de Fenarimol, S.C.
S&o apresentados os dias médios e respectivos desvios-padréo para que 100% dos filhotes de cada ninhada (n = 10)
pertencentes a um mesmo grupo apresentem o parametro estudado (teste t de Student — p < 0,05; * = estatisticamente significativo).

Média dediaspara apresentar acaracteristica avaliada

Grupos
Aberturadevagina Descida detesticulo

ConPri 17,0+ 0,00 17,2+1,25

ConPrf 17,6 £0,92 17,6 £ 0,91

ConLac 17,2+ 0,98 16,7+ 1,27
FenPril50 16,0+ 0,00 16,6 +1,02
FenPri300 17,7+ 0,90 175+0,81
FenPrf150 18,6 + 0,49 18,4 + 0,49*
FenPrf300 18,0+ 0,45 17,9+ 0,70
FenLac150 16,6 + 1,43 16,2 +1,99
FenL ac300 17,8+ 0,60 16,6 +1,43

Em relacéo aos dados obtidos dos parémetros fisicos de
amadurecimento sexual, o Fenarimol causou atraso na des-
cida dos testiculos quando administrado no final da prenhez.
Porém, os dados sd apresentaram significancia na menor dose.
Apesar disso, esse achado indica que a exposi¢éo ao fungicida
nessa fase do desenvolvimento pode ocasionar prejuizos
reprodutivos em longo prazo. Estudos posteriores deverdo ser
realizados para esclarecer afalta de um efeito dose-respos-
ta evidente. O conhecimento obtido através do uso de pro-
tocolos experimentais contendo indices relacionados ao
desenvolvimento embriofetal poderé levar amelhores escolhas
na prevencao do risco a salude humana devido ao uso de
agrotoxicos (Nurminen, 1995; Nelson, 1991).
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ABSTRACT

Deep-sea hydrothermal vent environments are considered highly toxic with high temperatures, sulphide, methane, carbon
dioxide and heavy metals. Paradoxically, life at the vents exhibits high productivity and therefore provides a unique way
to study the effect of long-term adaptation to environmental stress. The aim of this study was to compare the responses of
some biomarkers of metal exposure between two hydrothermal species, the mussel Bathymodiolus azoricus and the chimaera
fish Hydrolagus pallidus from Lucky Strike vent field. Results show high metal levelsin B. azoricus compared to their coastal
counterparts, especially for Ag, Cd, Cu and Zn in the gills. However, metallothionein (MT) levels were surprisingly low taking
into account the metal accumulation. H. pallidus also exhibited significantly higher metal concentrations in the gills than
the muscle, however with MT levels 2-fold higher in the muscle. Superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activi-
tiesin the mussels were significantly higher in the gills, while glutathione peroxidases (GPx) were present mainly in the mantle,
suggesting the two tissues have different antioxidant responses to deal with stress factors. Lipid peroxidation (L PO) was more
evident in the gills, indicating that defence mechanisms in this tissue may not be completely effective against metal toxic-
ity. Although the major food source for H. pallidus consists in metal overloaded mussels, no evidences of metal bioamplification
were found. Chimaeras may possess other detoxification mechanisms that can be more important than MT.

Key words: Bathymodiolus azoricus, Hydrolagus pallidus, metallothioneins, antioxidant enzymes, lipid peroxidation.

RESUMO

Fontes hidroter mais como possiveis labor atérios naturais de poluicdo: mecanismos de destoxificacdo
de metais em mexilhdes e peixesde Lucky Srike

As fontes hidrotermais sdo consi deradas ambientes extremamente toxicos, caracterizadas por €l evadas temperaturas e presenca
de grandes concentragdes de sulfuretos, metano, didxido de carbono e metais. Paradoxal mente, a vida nas fontes hidrotermais
apresenta grande produtividade e por isso €elas constituem um meio Unico para estudar os efeitos adaptativos alongo prazo
ao stress ambiental. O objetivo deste estudo foi comparar as respostas de alguns biomarcadores de exposi¢do metélica en-
tre duas espécies hidrotermais, 0 mexilhao Bathymodiolus azoricus e o peixe quimera Hydrolagus pallidus do campo hidrotermal
Lucky Strike. Os resultados mostraram que o mexilhdo B. azoricus apresenta valores elevados de metais quando comparados
com espécies costeiras aparentadas, especialmente paraAg, Cd, Cu e Zn nas branquias. No entanto, os niveis de metalotionina
(MT) foram surpreendentemente baixo tendo em conta a acumulagdo metalica observada. A quimera H. pallidus também
apresentou niveis de metais significativamente superiores nas branquias em comparagao ao musculo, no entanto, os valores
de MT foram duas vezes superiores no musculo. A atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) nos
mexilhdes foi significativamente superior nas brénquias, enquanto as glutationas peroxidases (GPx) foram mais importantes
no manto, o0 que sugere que os dois tecidos apresentam diferentes estratégias antioxidantes para lidar com fatores de stress.
A peroxidagdo lipidica (L PO) foi mais evidente nas branquias, indicando que os mecanismos de defesa nesse tecido podem
nao ser completamente eficazes contra a toxicidade metalica. Apesar de a principal fonte de alimento de H. pallidus serem
mexilhdes com elevados niveis de metais, ndo se encontraram evidéncias de bioamplificacéo de metais. As quimeras poderéo
apresentar outros mecanismos de desintoxicac8o mais importantes que as MT.

Palavras-chave: Bathymodiolus azoricus, Hydrolagus pallidus, metal otioninas, enzimas antioxidantes, peroxidacao lipidica.
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INTRODUCTION

Hydrothermal vents were discovered in 1977 and since
then researches was conducted to understand how organisms
could survive in avery extreme environment, near vent chimneys
that emanate hot, acidic and anoxic fluids, extremely enriched
with metals and hydrogen sulphide that would normally be
toxic in such amounts and combinations (Sarradin et al., 1998).
In this context, hydrothermal vents were lately thought that
could be used as a possible natural pollution laboratory (Prusky
& Dixon, 2002). Bathymodiolus azoricusis one of the most
abundant species in Mid-Atlantic Ridge vents (Desbruyéres
et al., 2000) and Hydrolagus pallidus is a deep-sea fish found
near hydrothermal environments that feeds mainly on vent
mussels (Marques & Porteiro, 2000).

Metals are known to produce deleterious effects in
marine organisms at high concentrations, including the
production of reactive oxygen species responsible for oxidative
cellular damage (Stohs & Bagchi, 1995). Organisms developed
several detoxification mechanisms to deal with metal
contamination including the synthesis of metallothioneins
(MT) and antioxidant enzymes. MT is alow-molecul ar-weight
protein with high sulfhydryl content and high affinity for
groups IB and 1B metal ions, thereby playing an essential
rolein cellular processes of metal handling and detoxification.
These proteins are induced by heavy metals but also by
different chemicals and stressors, in particular by oxidants
(Bauman et al., 1991). Antioxidant enzymes include the
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione
peroxidases (GPx) (Fridovich, 1978). Lipid peroxidation
(LPO) isan important feature in cellular injury, resulting from
free radical reactionsin biological membranes (Chesseman,
1982). Transition metals might stimulate LPO (Halliwell &
Gutteridge, 1984).

The aim of this study was to determine the concentrations
of Ag, Cu, Cd, Fe, Mnand Zn in B. azoricus and H. pallidus
from Lucky Strike and some detoxification mechanisms such
as metallothioneins (MT) in the gills and mantle of mussels
and the gills and muscle of chimaeras. Antioxidant enzymes
and lipid peroxidation (L PO) were only studied in mussels.

MATERIAL AND METHODS

Sample collection and preservation

Both mussels (Bathymodiolus azoricus, n = 10) and fishes
(Hydrolagus pallidus, n = 6) were collected in the Lucky Strike
hydrotherma vent area (37°17'N — 32°16' W; 1580-1711 m deep)
during the Ventox project in summer 2001. Mussels were
collected using aremote operated vehicle during the ATOS cruise
on board of the research vessel Atalante (IFREMER — French
Research Ingtitute for Explaitation of the Seq). Living organisms
were immediately dissected and the gills and mantle were deep
frozen in liquid nitrogen until analysis. Fishes were captured
using baited bottom long-line during VENTACO cruise on board
of the research vessdl Arquipeago (Department of Oceanography
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and Fisheries— University of Azores). The fishes were aready
dead on arrival, which unable to determine antioxidant enzyme
activities due to their fast degradation, and the gills and muscle
were dissected and frozen in liquid nitrogen until analysis.

Metal analysis

The concentration of Ag, Cd, Cu, Fe, Mn and Zn were
determined in both tissues of B. azoricus and H. pallidus by
ET-AAS (Electrothermal atomic absorption spectrometry) or
F-AAS (Flame atomic absorption spectrometry) or ICP-AES
(Inductively coupled plasma-atomic emission spectrometry).
Metal concentrations were expressed asug.g dry weight tissue.

Biochemical analysis

MT concentrations in both tissues of mussels and fishes
were determined in the heat-treated cytosol by differentia pulse
polarography in accordance with the method of Thompson &
Cosson (1984) and Bebianno & Langston (1989). MT levels
were expressed as mg g wet weight.

Antioxidant enzyme activities were only determined in
the gills and mantle of B. azoricus since the tissues of H. pallidus
were collected post mortem and consequently the activity of
these enzymes had ceased. Superoxide dismutase (SOD —EC
1.15.1.1), catdlase (CAT — EC 1.11.1.6) and glutathione peroxi-
dases (GPx) including total-GPx and sel enium dependent-GPx
(Se-Gpx — EC 1.11.1.9) were determined by spectrophotometric
assays a different wavelengths described by McCord & Fridovich
(1969), Greenwald (1985) and Lawrence & Burk (1976)
respectively. SOD activity was expressed as U mg™ of total
protein concentrations (one unit of SOD is the amount of the
enzyme that inhibits by 50% the reduction of cytochrome c by
the xanthine oxidase/hypoxanthine system at a wavelength of
550 nm), CAT as umoles min® mg™ of total protein
concentrations and GPx as nmoles min* mg™ of total protein
concentrations.

Lipid peroxidation was a so determined only in the gills
and mantle of B. azoricus by the method described in Erdelmeier
et al. (1998) designed to evaluate malondialdehyde (MDA)
and 4-hydroxyalkenals (4-HNE). Lipid peroxidation was
expressed as nmoles of MDA and 4-HNE g™ of total protein
concentrations.

Total protein concentrations were determined in the gills
and mantle of B. azoricus and gills and muscle of H. pallidus
by the Lowry method (Lowry et al., 1951) using BSA (bovin
serum albumin) as reference standard. Protein concentrations
are expressed as mg g wet weight tissue.

RESULTSAND DISCUSSION

The hydrothermal vent mussel B. azoricus shows a great
capacity to accumulate metals within their tissues (Table 1).
Thelevelsof all metas are consderably higher than those found
in coastal mussels like M. edulis or M. galloprovincialis, what
strongly reflects the long-term exposure to high metal
concentrations from hydrothermal vent fluids. The metd levels
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in B. azoricus are significantly higher in the gills compared
to the mantle, especialy for Ag, Cd, Cu and Zn concentrations
(p < 0.05). This can be associated to differencesin metal uptake
routes and specific physiologic functions. In bivalves the metal
uptake is mostly done viathe gills, as dissolved ions, and via
the digestive tract as particles phagocyted by the digestive gland.
Additionally, the mantle acts as reserve storage and secretion
of the shell (Fiala-Medioni et al., 2000).

The metal levels observed in H. pallidus (Table 1) were
significantly lower compared to those found in B. azoricus
(p < 0.05). Although these fishes depend on hydrothermal vent
faunafor food supply, and therefore are frequently found near
hydrothermal vents, they have been also captured in non-vent
areas (Marques & Porteiro, 2000). This should reduce
substantially the exposure time to metals from the vent fluids,
comparatively to vent mussels that depend on hydrothermal
emissions to maintain the intracellular symbiotic bacteria (both
sulphur and methanotrophic) in their gills, which autotrophicaly
synthesize organic matter directly in this tissue and therefore
these mussels are continually exposed to the high metal
concentration fluids (Southward et al., 2001).

As observed for B. azoricus, also in H. pallidus the
concentrations of most metals (Ag, Cd, Cu and Mn) were
significantly higher in the gills, except for Fe (no significant
differences between tissues were observed) and Zn (this metal
was significantly higher in the muscle) (p < 0.05). Thiswould
suggest that chimaera fishes accumul ate metals mainly during
respiration and these metals are accumulated in the muscle
in less extent. Moreover, no evidences of metal bioamplification
from mussels to fishes were found.

The MT concentrations in vent mussels (Table 1) were
2-fold higher in the gills (4.6 £ 1.0 mg g* w.w.) compared to
the mantle (2.1 £ 0.6 mg g* w.w.) (p < 0.05). However, higher
levels of these proteins would be expected, taking into account
the metal accumulation data. Furthermore, MT concentrations
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in the tissues of B. azoricus are close to those reported to their
coastal counterparts, exposed to lower metal levelsin their
environment. This suggests that MT in these molluscs might
not be the main detoxification mechanism (Rousse et al., 1998).

Contrarily, in H. pallidus MT levels were significantly
higher in the muscle (0.27 + 0.08 mg g* w.w.) where lower metal
concentrations were found, compared to the gills (0.15 + 0.02
mg g™ w.w.) (p < 0.05). These findings were surprising since
these proteins are generally associated with the metal
detoxification and in this case did not followed the metal
accumulation patterns observed in the two tissues, suggesting
that, as hypothesized for B. azoricus, MT may not be the most
important metal detoxification mechanism in chimaera fishes.

Stressrelated biomarkers were also evduated in the tissues
of B. azoricus (Table 2). Generally, the antioxidant enzymatic
activities found in this vent mussel are close to those reported
for the coastal mussel M. galloprovincialis from Ria Formosa
lagoon (data not shown). Thisis surprising as higher levels
of antioxidant enzymes would be expected in B. azoricus
exposed to agreat variety of toxic compounds known to enhance
reactive oxygen species production from hydrothermal fluids.
SOD and CAT activities were significantly higher in the gills,
while the activity of both total and Se-GPx was higher in mantle
tissue (p < 0.05).

The gills may be more susceptive to oxidative stress, as
lipid peroxidation was 2-fold higher in this tissue (187 + 13
nmol g total proteins) compared to the mantle (99 £ 10 nmol
g total proteins).

CONCLUSIONS

B. azoricus accumulate higher metal concentrations than
coastal mussels and chimaera fishes suggesting a long-term
exposure to metal rich hydrothermal fluids. The gills are the
main target tissue for metal accumulation.

Table 1 — Metal (ug g* d.w.) and MT concentrations (mg g™ prot) in
B. azoricus and H. pallidus from Lucky Strike hydrothermal field. Data are expressed as means + standard error.

Species Tissues Ag Cd Cu Fe Mn Zn MT
. Gills 52+12 47.2+10.0 79.7+£194 303+63 7.6+19 1976 £ 570 46+10
B. azoricus Mantle 08+0.2 2910 142+ 35 235+61 58+15 124 + 37 21+06
] Gills 0.6+ 0.02 037+0.1 47+09 185+43 57%13 172 + 48 0.15+0.02
H. pallidus Muscle 0.08 +£0.03 0.05+0.01 11+03 168+48 28x10 252+ 101 0.27 £0.08
Table 2 — Activities of antioxidant enzymes and lipid peroxidation levels in the hydrothermal mussel B. azoricus.
Tissues SOD CAT Total GPx Se-GPx LPO
(Umg™prot)  (umol mg™tprot) (nmol mg™prot) (nmol mg™prot) (nmol g™ prot)
Gills 191+£29 175+49 87+18 68+11 187+ 13
Mantle 144+16 6.0+x13 185+32 156+21 99+ 10
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Despite the metal concentration antioxidant enzymatic
defences are close to those reported in coastal mussals, suggesting
acontrolled production of ROS in such toxic environment.

MT levelsin these mussels are aso low, suggesting these
proteins are not the major metal detoxification mechanism.

H. pallidus have significantly lower metal levels than
the mussels reflecting smaller exposure to hydrothermal fluids
and showing no evidences of metal bioamplification.

Like mussels, chimaera fishes accumulate considerably
more metalsin the gills.

MT, on the other hand, are significantly higher in the
muscle tissue not reflecting the metal contamination.
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RESUMO

O objetivo deste estudo € avaliar os efeitos de detergente de uso domeéstico na glandula digestiva, no desenvolvimento
embriondrio e nareproducéo de M. olfersi. Camardes foram mantidos em dois aquarios (21,5 L de agua deionizada): o
experimental (aquério I) e o controle (aquério I1). Uma dose de 0,075% de detergente doméstico foi adicionada ao aquério
I, onde os camardes foram monitorados até o 140° dia de exposi¢do. Durante esse tempo, a maturacdo gonadal foi
acompanhada e os ovos foram removidos das fémeas ovigeras e medidos. O desenvolvimento foi caracterizado através
da morfologia externa dos embriGes em cada dia de incubacéo. Fémeas dos dois aquérios foram crioanestesiadas, sendo
0 hepatopancreas e ovérios dissecados, fixados em Bouin (24 h), incluidos em parafina e seccionados (8 um). Ambos os
orgaos foram corados com HE e o hepatopancreas, com Hoescht 33258. Os resultados mostram que a regi&o secretora
do hepatopancreas (aquario 1) apresenta tubos constituidos por células B secretoras com evidente aparato vacuolar. Os
animais expostos ao detergente mostraram decréscimo no nimero de células B secretoras e significativa reducéo do aparato
vacuolar. No grupo experimental foi observada reducéo no tempo de desenvolvimento embrionario, de 14 dias no grupo
controle para 11 dias no grupo experimental. O volume dos ovos nos estagios de disco-germinal e pds-nauplius final (tanque
I) foram de 0,045 e 0,067 mm?3, respectivamente. O volume dos ovos do controle foi, nos mesmos estagios embrionarios,
de 0,044 e 0,075 respectivamente. Estes resultados sugerem que o detergente de uso doméstico tem efeito negativo sobre
a performance reprodutiva de M. olfersi.

Palavras-chave: Macrobrachium olfersi, detergente, reproducado, desenvolvimento embrionério.

ABSTRACT

Effects of domestic detergents on the reproductive biology of the prawn Macrobrachium olfersi

The aim of this study is evaluate the effects of domestic detergents in the digestive gland, embryonic development and
in the reproduction of M. olfersi. Prawns were maintained in two tanks with 21.5 L of deionized-water: the experimen-
tal (tank 1) and the control (tank I11). One dose of 0.075% of domestic detergent was added to the tank I, and the prawns
were monitored on 140" exposure day. During this time, the gonadal maturation was monitored, the eggs were removed
from the ovigerous females and measured. Development was characterized through of external morphology of the em-
bryos in each incubation day. Females from the two tanks were cooled and the hepatopancreas and ovaries were dissected
and fixed in Bouin (24 h), embedded in paraffin and sectioned (8 wm). Both organs were stained with HE and the hepato-
pancreas was also stained with Hoescht 33258. The results show that the secretory region of hepatopancreas (tank 1) present
tubules constituted by B-cells with an evident vacuolar apparatus. The animals exposed to detergent showed a decrease
in the number of B-cells and significant reduction of vacuolar apparatus. In the experimental group was observed a re-
duction in the embryonic development time from 14 days in control group to 11 days in the experimental group. The egg
volume of germinal-disk stage and final post-nauplius (tank 1) were 0.045 and 0.067 mm?, respectively and the egg volume
of the control was, in the same embryonic stages, 0.044 and 0.075 mm?, respectively. These results suggest that the do-
mestic detergent have a negative effect on the reproductive performance of M. olfersi.

Key words: Macrobrachium olfersi, detergent, reproduction, embryonic development.
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INTRODUCAO

Entre os crustaceos da familia Palaemonidae, o género
Macrobrachium é o que apresentaamaior distribuicao no Brasil
(Bond-Buckup & Buckup, 1989), sendo que, das espécies deste
género descritas para a llha de Santa Catarina, Macrobrachium
olfersi, conhecida popularmente como pitu, destaca-se por
habitar corpos de égua doce e salobra, por suarepresentatividade
e periodicidade e pela adaptabilidade as condi¢Ges
experimentais, requisitos essenciais ao adequado andamento
de estudos de laboratério (Nazari et al., 2003).

De modo geral nos palemonideos, a visualizagdo dos
ovarios é facilitada pela transparéncia da carapaca do
cefalotérax, em que € possivel acompanhar os estagios de
maturacdo pelas mudangas em sua col oragdo, tamanho e forma
(Arculeo et al., 1995). Além disso, possuem uma camara
incubadora externa, onde os ovos permanecem até a ecl0sao,
e, devido a transparéncia do cérion, é possivel caracterizar
amorfologia dos embrifes durante todo o periodo de incubagéo
(Mdiller et al., 2003, 2004).

O processo reprodutivo é controlado por mecanismos
endogenos através de horménios produzidos pelo sistema
enddcrino-peduncular (Wilder et al., 1994). Contudo, por se
tratar de invertebrados aquaticos, estas fun¢des apresentam
também forte dependéncia das variacdes de fatores exdgenos,
como temperatura, salinidade e fotoperiodo (Diaz et al., 2003).
Outro fator relevante para a reproducéo € a alimentacéo das
fémeas, pois as caracteristicas do vitelo dependem diretamente
da sua dieta, sendo o hepatopancreas responsavel pelo
metabolismo dos nutrientes indispensaveis ao processo
reprodutivo.

Os organismos agquéti cos encontram-se num meio onde
estdo naturalmente diluidos vérios elementos, inclusive
poluentes. Normalmente, devido a sua diluico, os efeitos dos
poluentes aqudticos ndo podem ser imediatamente reconhecidos
nos organi smos, tendo-se dificuldade de compreender maiores
implicacGes no ambiente (Blockwell et al., 1998).

Estudos realizados em nosso laboratério sugerem que
detergentes domésticos, freqlientes nos efluentes urbanos,
influenciam o repert6rio comportamental, a reproducado e o
desenvolvimento embrionério das espécies nativas de
palemonideos.

Por serem sensivels as dteragBes ambientai's, 0s crustaceos
sé@o considerados indicadores de contaminacgéo aquatica
(Rinderhagen et al., 2000), auxiliando em trabalhos que visam
aidentificar ambientes alterados, com fins de preservacéo e
manutencédo do equilibrio trofico.

Este estudo visaa avaliar o efeito de detergente de uso
doméstico sobre a glandula digestiva, o desenvolvimento
embrionario e areproducdo de M. olfersi coletados em corpos
de &gua doce da |Iha de Santa Catarina, onde é lancada grande
parte dos efluentes urbanos.
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MATERIAISE METODOS

Exemplares adultos de M. olfersi foram coletados no
Parque Municipal da Lagoa do Peri (27°43'S e 48°32' W) —
IBAMA ne 10/04. A capturafoi realizada com pucé (malha
0,5 cm) passado entre as pedras de fundo e na vegetacdo
submersa, sendo os animais capturados transportados para o
laboratorio em recipientes com aguado local de coleta e aeracéo
constante. Em laboratério foram realizadas a pesagem e a
determinacéo do comprimento total dos exemplares, bem como
asexagem, através daandlise dos caracteres sexual s secundarios,
sendo os individuos separados em machos, fémeas e fémeas
ovigeras.

Foram montados dois aquéarios (aquério |: experimental;
aquério I1: controle) nas dimensdes de 30 cm x 30 cm x 50 cm,
com 21,5 L de agua deionizada, sedimento arenoso e pedras
para abrigo. A temperatura foi controlada a 24°C (£1°C) e
sdinidade em 0%o (Mller et al., 1999). Machos, fémeas e fémesas
ovigeras foram mantidos com aeracao constante e alimentagéo
didria. No aguario | foi adicionado detergente de uso doméstico,
na concentracdo de 0,075%, e o aquario Il foi mantido nas
mesmas condicdes, porém sem a adi¢éo do detergente.

Os animais foram monitorados diariamente, sendo a
maturacdo ovariana acompanhada macroscopicamente, atraves
da mudanga de coloragéo e do tamanho dos ovarios,
visualizados devido a transparéncia da carapaga do cefal otorax.

As fémeas ovigeras tiveram uma amostra de ovos (n =
50) retirada diariamente, a qual foi submetida a analise
morfolégicain vivo (10X e 40X), para reconhecimento das
estruturas embriondrias tipicas de cada estdgio do
desenvolvimento (Mdiller et al., 2003). Os ovos foram medidos
com ocular micrométrica (40X), sendo obtidos os valores (mm)
dos eixos (1) longitudinal e (h) transversal, para o calculo do
volume através daformulav = nlh%6 (Odinetz-Colart & Rabelo,
1996).

Apos 140 dias de exposicdo, as fémeas foram
crioanestesiadas e dissecadas para retirada do hepatopancreas
e ovérios, que foram em seguida fixados em Bouin (24 h), sendo
posteriormente desidratados em série etandlica crescente,
incluidos em parafina e seccionados (8 um). Ambos os érgaos
foram corados pela técnica Hematoxilina-Eosina (HE). O
hepatopancreas foi submetido ainda a técnica de Hoescht 33258
para deteccdo de sitios apoptoticos, sendo as |aminas imersas
em tamp&o Mc llvaine (5 minutos) e transferidas para solugéo
de Hoescht 33258/tampéo Mc Ilvaine (1:2000) (12 minutos).
Em seguida, foram lavadas em &gua destilada, montadas com
tamp&o Mc Ilvaine e vedadas com esmalte.

A andlise morfométrica dos 6rgéos foi realizada a partir
das medidas do diametro das ovogobnias, dos ovacitos pré-
vitelogénicos e vitelogénicos, bem como dos vacutol os das
células secretoras do hepatopancreas, através de ocular
micromeétrica (100X).
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RESULTADOSE DISCUSSAO

A morfologiageral do hepatopancreas dos grupos controle
e experimental mostrou-se bastante similar. A estrutura daregido
medular do 6rgdo, em corte transversal, do grupo experimental
nao sofreu modificagdo. Através das técnicas utilizadas, ndo
foi possivel observar ateragdes no nimero e na microestrutura
dos &cinos dos grupos analisados. Contudo, pode-se constatar
reducdo de 42% no diametro dos vacutolos das células B
secretoras, presentes nos acinos dos animais expostos ao
detergente. O didmetro médio dos vactol os dessas células do
grupo controle foi de 27,78 um, enquanto os do grupo experi-
mental tinham em média 16,14 um (Tabela 1).

O numero de células nos tecidos do hepatopancreas
mostrou-se bastante semelhante entre os dois grupos. Através
da técnica de Hoescht ndo foi possivel detectar apoptose das
células acinares e das células epitdliais que revestem as paredes
dos tlbulos dessa glandula. O efeito do detergente sobre a
estrutura celular do hepatopéncreas pode ser explicado pelo
fato de os camardes se alimentarem no sedimento, onde
provavel mente se acumulam grandes quanti dades de contami-
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nantes (Blockwell et al., 1998), os quais sdo transferidos
diretamente para a glandula digestiva.

A maturacdo ovariana pdde ser observada de maneira
semelhante no aguério experimental e no controle, mostrando
gue o detergente ndo afetou a sucessao dos estagios, podendo
ser reconhecida a seguinte seqiiéncia de maturagdo: imaturo,
maturacdo inicial, intermediaria e maduro. Através da andlise
histol gica e morfométrica dos ovarios maduros observou-se,
principalmente, reducéo no didmetro dos ovécitos vitel ogénicos
dos organismos do grupo experimenta (Figura 1).

A reducdo no didmetro das células germinativas pode
estar relacionada a diminuicdo das células B do hepatopancress,
umavez que estas, entre outras funcdes, sdo responsaveis pela
sintese e secrecao de precursores para a formagao do vitelo
nas células germinativas. O detergente pode ter interferido na
atividade das células B secretoras, 0 que pode ser constatado
pelareducéo do seu aparato vacuolar. Assim, pode ter ocorrido
diminuicdo da producéo protéica no hepatopancreas e,
conseglientemente, reducdo na disponi bilidade desses compostos
para as células germinativas, ocasionando reducéo no seu
diémetro.

Tabela 1 — Diametro dos vactolos das células B secretoras de hepatopancreas de M. olfersi dos grupos controle e experimental .

Diametro dos vacuolos (um)
Grupo — — —
Minimo | Maximo | Média | DP (x)
Controle 16,75 46,85 27,78 7,69
Experimental | 10,39 23,74 16,14 | 3,57
, 400
S O Lote 1 — controle
@ 3001 W Lote 2 — detergente
0N —~
© £ i
g 1001
@
= 0 [ s . 1 ,
Ovogbnias Ovdcitos Ovdcitos

pré-vitelogénicos

vitelogénicos

Células germinativas

Figura 1 — Valores do diametro das células germinativas de ovérios de M. olfersi dos grupos controle e experimental.



82 J. Braz. Soc. Ecotoxicol., v. 1, n. 1, 2006

O acompanhamento do desenvolvimento embrionario
dos ovos das fémeas ovigeras dos grupos experimental e
controle possibilitou a observacéo de alteracdes no tempo de
desenvolvimento e namorfologiagera dos embrides. O tempo
médio de desenvolvimento embrionério dos ovos do aquério
controle foi de 14 dias, corroborando os dados apresentados
por Miiller et al. (2003, 2004). Os ovos expostos ao detergente
desenvolveram-se num periodo menor de 11 dias. Os estagios
iniciais de desenvolvimento observados nos dois grupos foram
bastante similares, sendo possivel observar as estruturas pré-
naupliares e naupliares tipicas. Contudo, sugere-se que 0s
estégios finais da embriogénese do grupo experimental foram
mais acelerados, ocasionando a reducdo no tempo de
desenvolvimento.

Observaram-se anormalidades morfol égicas nos ovos
e embrides do grupo experimental, sendo constatadas alteracdes
no tamanho, cor e forma dos ovos, bem como na pigmentacéo
do corpo e olhos dos embrides. Anormalidades morfol dgicas
induzidas por compostos inorganicos foram observadas por
Ohta et al. (1998) em ovos de Daphnia magna, sendo reportadas
principalmente malformacdes de carapaca. Neste mesmo estudo
foi constatado que o tempo de desenvolvimento foi mais
prolongado nos individuos tratados do que no grupo controle.

Na maioria das desovas analisadas notou-se alteracdo no
volume dos ovos, ndo sendo possivel estabel ecer um padrao de
variacdo por fémea. Nos estégios iniciais do desenvolvimento
(disco-germind — E3), amédiado volume dos ovosfoi semdhante
entre 0 grupo experimenta (0,045 mm?) e controle (0,044 mn).
Contudo, nos estagios finais (pds-nauplius final — E11) foram
observadas diferencas mais expressivas, com o volume dos
ovos dos grupos experimental e controle sendo respectivamente
de 0,067 € 0,075 mm3,

Nossos resultados mostram que o detergente influencia
o funcionamento dos 6rgédos analisados, afetando também o
desenvolvimento embrionério, evidéncia daimportancia dos
fatores exdgenos na reproducdo desses animais. A diminuicao
da performance reprodutiva tem sido reportada em outros
estudos como um efeito subletal de contaminantes em ambientes
de &guadoce (Blockwell et al., 1998). Estudos mostram o uso
de palemonideos como modelo animal adequado para
determinacdo da toxicidade de metais, agentes quimicos e
biol6gicos (Rayburn & Fisher, 1997; Oberddrster et al., 1999;
Marifio-Balsa et al., 2000).
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RESUMO

A contaminagdo causada pelo chumbo tem sua origem principal mente nas emissdes atmosféricas, sendo o ar considerado
uma das principais vias de transporte e distribuicdo deste metal pesado no ambiente. A toxicidade do chumbo em embrides
e individuos jovens é bastante expressiva, podendo comprometer o padrado estrutural e funcional das espécies. Estudos tém
demonstrado que em embrides de galinha somente uma exposic¢édo ao chumbo, dependendo da dose ingerida, pode resultar
em malformactes de face e membros, hidrocefalia e reducéo dataxa de eclosdo. O objetivo deste trabalho foi analisar embrides
de Gallus domesticus expostos ao acetato de chumbo para verificar o comprometimento do padréo embrionéario, bem como
a acdo teratogénica deste metal. Foram realizados estudos no Laboratério de Reproducéo e Desenvolvimento Animal/UFSC,
onde 143 embrides de Gallus domesticus foram expostos ao acetato de chumbo nas seguintes doses: 150 ug, 250 ug, 350
1g e 450 pg. O grupo controle (n = 47) recebeu 0,1 ml de solugdo salina nos mesmos dias. Os embrides foram tratados no
3° ou no 5° dia e monitorados durante 6 dias, quando foi avaliada a integridade das estruturas embrionérias. Do total de
individuos tratados com acetato de chumbo, 27 apresentaram o padr&o normal, 34 morreram e 82 apresentaram alteracéo
no padrédo de desenvolvimento (retardo de desenvolvimento (3), malformacdes (14), alteracbes hemorréagicas (65)). Nossos
estudos mostram que nas doses utilizadas o acetato de chumbo modifica o processo de morfogénese, causando alteraces
morfoldgicas caracteristicas, assim, deve haver controle de seu uso e liberacdo no ambiente.

Palavras-chave: chumbo, toxicidade, desenvolvimento embrionario, Gallus domesticus, alteragdes morfol égicas.

ABSTRACT

L ead acetate action in embrionic developmental pattern of Gallus domesticus

The contamination for lead has its origin mainly in the atmospheric emissions, being the air considered one of the main
ways of transport and distribution of this heavy metal in the environment. Lead toxicicity in embryos and young individuals
isvery expressive, and can commitment the structural and functional pattern of species. Studies have demonstrated that
only one exposition to lead in chick embryos, depending on the ingested dose, can result in malformations of face and
limbs, hidrocefaly and reduction in the eclosion rate. The objective of this work was analized embryos of Gallus domesticus
exposed to lead acetate in order to verify the commitment of the embryonic pattern as well as the teratologic actions of
the metal. Studies in the Laboratério de Reproducéo e Desenvolvimento Animal/UFSC had been carried through, where
143 embryos of Gallus domesticus had been exposed to lead acetate in the doses: 150 pg, 250 pg, 350 pug and 450 ug.
The control group (n = 47) has received 0.1 ml saline solution in the same days. The embryos had been treated in 3 or
in 5 day, monitorated during six days, when the integrity of the embryonic structures was evaluated. Of the total of in-
dividuals treated with lead acetate, 27 presented the normal pattern, 34 died and 82 had alterated the devel opmental pattern

*Corresponding author: Yara Maria Rauh Miller, eemail: yararm@ccb.ufsc.br.
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(developmental delay (3), malformations (14), hemorrhagic alterations (65)). Our studies show that the lead acetate in
the doses utilizated modified the morphogenesis processes, causing characteristic morphological alterations, awareing to

the use and the release of this metal in the environment.

Key words: lead, toxicity, embrionic development, Gallus domesticus, morphological alterations.

INTRODUCAO

O chumbo é virtualmente onipresente no meio ambiente
como resultado de sua ocorréncianatura e de sua utilizagdo in-
dustrial. Como todo metal pesado, degrada-se lentamente no
ambiente, persistindo durante décadas no solo e no leito dosrios,
e ndo é metabolizado pelos animais, ocorrendo o processo de
bioacumulacdo (EPA, 2001). Desde tempos remotos, quando a
espécie humana comegou a fazer uso das técnicas de metal ur-
gia, aproducdo desses metais aumentou significativamente e seus
efeitos toxicos geraram problemas permanentes, tanto para se-
res humanos como parao meio ambiente. O chumbo e seu sulfato
s30 pouco absorvidos e praticamente inbcuos, no entanto, 0S sa's
solliveis de chumbo, como cloreto, nitrato e acetato, séo consi-
derados venenos muito ativos (Cole & Lee, 1997).

O chumbo é umatoxinaletal comprovadamente carcino-
génica, teratogénica (causa malformacfes estruturais no feto,
baixo peso e/ou disfuncdes metabdlicas e bioldgicas) e téxica
para o sistema reprodutivo (causa disfuncdes sexuais, abortos
einfertilidade) (EPA, 2001). Estudos comprovam que o chumbo
apresenta acdo del etéria sobre o desenvolvimento das espécies
a ele expostas, tais como ratos (Anténio et al., 1999; Dearth
et al., 2002), aves (Narbaitz et al., 1985; Anwer et al., 1988)
e humanos (Zarembski et al., 1983; Rothemberg et al., 1999).

Durante o periodo embrionario, os eventos de proliferacéo
ediferenciacéo celular e 0 processo de sinaptogénese sdo muito
intensos, de modo que aintoxicacdo pelo chumbo nesse periodo
acarretara graves conseqiiéncias ao padrado estrutural e fun-
cional do corpo dos individuos (Moreira et al., 2001).

Os embrides de aves e, em especial, 0 de galinha sdo
utilizados freqiientemente como modelo em embriologia
experimentd devido ao fato de os ovos serem de fécil manuseio,
volumosos e ricos em vitel o, de os embriBes desenvolverem-
se apenas na regido superior do ovo e de 0 processo ser
relativamente curto e poder ser acompanhado diariamente em
Iaboratdrio, permitindo assm avaliar aacéo de agentes exdgenas,
como o acetato de chumbo, e as alteragdes induzidas por eles
durante o periodo embrionario. Embrides de galinha expostos
ao chumbo e ao zinco no sétimo dia de desenvolvimento e
analisados no vigésimo dia apresentavam microftalmia,
hidrocefalia e deformidades no bico, membros e tronco (Anwer
et al., 1988), e quando expostos apenas ao chumbo, hemorragias
intra e extra-embrionarias e necrose cefdlica (Narbaitz et al.,

1985). O proposito deste estudo foi analisar a agéo do acetato
de chumbo sobre o desenvolvimento embrionério de Gallus
domesti cus expostos no terceiro e quinto dias e analisados apos
saisdias, afim de verificar se esse meta € capaz de comprometer
o0 desenvolvimento normal da espécie.

MATERIAISE METODOS

Ovosfertilizados de Gallus domesticus foram incubados
em estufa (38°C), com a umidade atmosférica sendo mantida
por 500 ml de &gua trocada a cada 3 dias. No terceiro (E3)
ou quinto (E5) dia de incubacéo, em ambiente asséptico, efe-
tuou-se naface mediana do ovo uma abertura de cercade 1
cm de diémetro, para observac&o do embri&o e administra-
¢do do acetato de chumbo (n = 143) nas doses de 150 ug, 250
ug, 350 ug e 450 ug, diluidas em 0,1 ml de solucédo salina.
Com o auxilio de uma agulha hipodérmica, essas doses fo-
ram injetadas na vesicula vitelinica, proxima ao embrido, a
uma profundidade de até 1,0 mm (Takamatsu & Fujita, 1971).
O grupo controle (n = 47) recebeu 0,1 ml de solucéo salina
nos mesmos dias. Apos o tratamento, os orificios foram co-
bertos com fita adesiva transparente e 0s ovos recolocados
na estufa e observados diariamente durante seis dias. Decorrido
esse tempo (E9 e E11, respectivamente), os ovos foram co-
locados 10 minutos em um refrigerador (4°C) para dessen-
sibilizar os embrifes e posteriormente retirados os anexos
embrionarios para proceder a analise macroscopica e estereos-
copica (10X) daintegridade das estruturas embrionérias, de
acordo com as descric¢fes de Hamburguer & Hamilton (1951)
e republicacéo de Sanes (1992).

RESULTADOSE DISCUSSAO

A andise morfol bgica dos embrides tratados com o acetato
de chumbo permitiu caracterizar trés grupos distintos:

Grupo 1 —embrides aparentemente normais (Figura 1A).

Grupo 2 — embrides com hemorragias visiveis, carac-
terizadas por extravasamento sangliineo nas vesiculas cerebrais
(hemorragia cefdlica) (Figura 1B), hemorragias cefdlicae
lombar (extensa area de acimulo de sangue desde as vesiculas
cerebrais até aregido caudal do corpo do embri&o) e hemor-
ragia extra-embrionéria (localizada na regi&o fora do cor-

po).
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Grupo 3 — embrides com alteragdes do padrao normal,
como extrusdo visceral (com 6rgados dispostos fora da cavi-
dade abdominal) (Figuras 1D), extrusdo cerebral (as vesiculas
encontram-se de forma desorgani zada posicionadas fora da
caixa craniana), malformacdes da face, ciclopia, hidrocefaia
e atraso de desenvolvimento (tamanho inferior ao esperado
para a idade, primérdio de formac&o do bico, pelelisae
membros pouco desenvolvidos) (Figura 1C).

Os embirides tratados apenas com salina (controle) apre-
sentaram peguenos focos hemorrégicos, néo mostrando, porém,
alteracOes das caracteristicas morfol gicas da espécie (Tabela
1 eFiguras 2 e 3). De acordo com Rodier (1995), o processo
de desenvolvimento embrionario estd normamente sujeito a
erros; entretanto, a repeticdo e representatividade das ateracdes
morfol bgicas e malformacdes expressam ainterferéncia de
um fator exégeno, como o acetato de chumbo, sobre o padréo
normal de desenvolvimento da espécie.

De acordo com os nossos resultados (Tabela 1) foram
observadas alteracdes hemorragicas naregido cefaica (HC)
ou nas regides cefédlica e lombar (HC + HL) tanto em indi-
viduos tratados com acetato de chumbo quanto nos individuos
controle. Contudo, o nimero de individuos que apresentaram
estas dteracdes é significativamente maior nos grupos tratados,
0 que mostra a interferéncia do acetato de chumbo sobre a
morfogénese embrionéria. Narbaitz et al. (1985) administraram
uma Unica dose de nitrato de chumbo na cAmara de ar de ovos
de galinha no décimo dia de incubacdo e observaram, vinte
e quatro horas depois, pequenos e mulltiplos focos de hemorragia
intra e extra-embrionéria na maioria dos embrides analisados,
evidenciando que alteracdes hemorragicas sdo caracteristicas
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daacdo do chumbo, independente da dose utilizada e daidade
embrionéria avaliada

Quanto ao padréo de desenvolvimento, os animais tra-
tados no terceiro dia com 350 g de acetato de chumbo foram
0s que apresentaram maior ateracdo do padréo (25%), quando
comparados aos demais grupos (Tabela 1). Considerando que
Anwer et al. (1988) afirmam que 50 g de chumbo injetado
em E7 sdo suficientes para causar grande comprometimento
das estruturas embrionarias, nas concentracdes utilizadas em
Nossos estudos seria esperada a ocorréncia de malformacdes.
De acordo com Pérez-Coll et al. (1988), embrides de anfibio
Bufo arenarum, submetidos a diferentes concentracfes de nitrato
de chumbo (0,12 a 32 ng/L), apresentaram altaincidéncia de
alteracGes morfol dgicas (neurulacdo parcial, atraso do desen-
volvimento e microcefaia), principa mente os embrides tratados
nas concentragdes abaixo de 1 pg/L. Nas concentragdes mais
atas houve aumento gradual da teratogénese e |etalidade.

Nossos resultados, como 0s dos autores citados, demons-
traram que Gallus domesticus, nos estagios precoces de de-
senvolvimento embrionério, S8 muito suscetivels a exposi¢ao
a agentes toxicos. O acetato de chumbo, nas doses utilizadas,
pode ser caracterizado como um agente teratogénico
multipotente, capaz de alterar o desenvolvimento embrionario
normal — interferindo nos mecanismos de formacdo de véarios
sistemas organicos e causando efeitos adversos, como atra-
S0 no desenvolvimento, ateracBes no padréo do Sistemanervoso
e malformacbes —, podendo inclusive levar a morte. Este estudo
alerta para a necessidade de maior conscientizacdo a respeito
do uso e da liberacdo de poluentes dessa natureza no meio
ambiente.

Figura 1 — Embrides de Gallus domesticus. A: E9 — controle, padréo normal de desenvolvimento; B: E9 — 150 pg, alteragdes hemorrégicas,
C: E9 — 250 g, atraso do desenvolvimento; e D: E9 — 350 ug, extruséo visceral. Escala — 0,769 cm.
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Tabela 1 — Andlise comparativa dos embrides de Gallus domesticus
submetidos a diferentes doses de acetato de chumbo e individuos controle.”

Acetato de chumbo (ug)
Embrides 150 250 350 450 Controle
E9 E11 E9 E11 E9 E11 E9 E11 E9 E11
(N=21) (N=200 (N=17) (N=17) (N=16) (N=17) (N=20) (N=20) (N=23) (N=24)
AP 23,8% 20% 17,6% 25% 20% 10%
HC 47,6% 50% 35,3% 37,5% 50% 50% 13% 12,5%
HC+L 23,5% 17,6% 20% 4,2%
HE 11,8%
Normal 14,3% 10% 17,6% 47,1% 12,5% 41,2% 10% 43,5% 41,6%
Morte 14,3% 20% 29,4% 29,4% 25% 29,4% 20% 20% 43,5% 41,6%

2. AP = alteragBes do padréo normal, HC = hemorragia cefélica, HC + L = hemorragia cefélica + lombar, HE = hemorragia extra-embrionaria.

Oap
M Hc
Normal
[ Morte
E9 E9 E9 E9 E9
150 250 350 450 Cnt

Figura 2 — Andlise morfol 6gica dos embrides tratados com acetato de chumbo em E3 com as
diferentes doses e analisados em E9. Alteragéo do padréo (AP), hemorragia cefdica (HC).

101 M
! N
l \ \ Oap
6 N N
N N
N N M He
\ \
41 N \ Bl He + L
i § i § =
2] § §§ Normal
Nl = A\ O
0 N =N ~ o Morte
E11 E11 E11 E11 E11
150 250 350 450 Cnt

Figura 3 — Andlise morfol 6gica dos embries tratados com acetato de chumbo em E5 com as diferentes doses e analisados em E11. Alteracdo do
padréo (AP), hemorragia cefdlica (HC), hemorragia cefélica + lombar (HC + L), hemorragia extra-embrionéria (HE).
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RESUMO

A atividade de acetilcolinesterase (AChE) tem sido empregada como um biomarcador de contaminacdo ambiental. Contudo,
em relacdo aos invertebrados, sdo necessarios estudos adicionais para determinar o papel desta resposta no monitoramento
biol6gico. Sendo assim, foram realizados experimentos para avaiar ainterferéncia de fatores ambientais e de desenvolvimento
na atividade de AChE em D. magna e D. similis. Foram também investigadas as relactes entre atividade de AChE, toxicidade
aguda e efeitos em nivel de populacdo em D. magna. Uma relacdo inversa ente o comprimento do corpo e a atividade
de AChE foi verificada para D. magna. Neonatas de D. similis (= 72 h) mantidas em agua mineral diluidativeram atividade
mais baixa de AChE do que as mantidas em meio ASTM. Os resultados obtidos indicaram ainda que as associagoes entre
atividade de AChE e efeitos em niveis mais alto de organizacdo biolégica em D. magna nem sempre sdo diretas. As razbes
entre EC50 e IC50 ap6s exposicéo aos inseticidas propoxur, paration, malation, clorpirifés e acefato variaram de 0,31
a 0,90. Em organismos previamente expostos ao acefato foram verificadas ainda interferéncia do genétipo com a conexéo
entre efeitos sob a atividade de AChE e alteragcdes na taxa de crescimento populacional. Os resultados obtidos permitem
concluir que a utilizagéo da atividade de AChE em dafinideos como um biomarcador em programas de analise ambiental
deve ser feita com cautela. Por um lado, esta é uma ferramenta sensivel que sob condigdes padronizadas pode dar uma
boaindicacéo de exposic¢do a organofosfatos e carbamatos. Por outro, a utilizagdo desta ferramenta para antecipar efeitos
em niveis mais altos de organizacdo bioldgica € limitada e deve ser feita somente em conjungdo com andlises complementares.

Palavras-chave: colinesterases, Daphnia, pesticidas, toxicidade aguda, crescimento populacional.

ABSTRACT

Acetylcholinesterase activity in Daphnia: isit a good biomarker of environmental contamination?

Acetylcholinesterase (AChE) activity has been employed as a biomarker of environmental contamination. However, for
invertebrates, additional studies are required to determine the role of AChE activity in biological monitoring. Thus, a series
of experiments was performed to evaluate the interference of developmental and environmental factors on AChE activ-
ity in D. magna and D. similis. In addition, the relationships between AChE activity, acute toxicity and population level
effects were evaluated for D. magna. An inverse relationship between body length and AChE activity has been demon-
strated for D. magna. Also, juveniles of D. similis (= 72 h) kept in diluted mineral water had lower AChE activity than
those kept in ASTM water. Our findings have as well indicated that the associations between AChE activity and higher
level effectsin D. magna are not always straightforward. Exposure to parathion, propoxur, malathion, chlorpyrifos, and
acephate resulted in the ratio between EC50 and 1C50 varying from 0.31 to 0.90. Furthermore, we found that genotypic
variation will interfere with the link between AChE activity and population growth rate in D. magna pos-exposed to acephate.
Therefore, the use of this biomarker in environmental assessment programmes should be made with caution. On one hand,
it isvery sensitive, and keeping strict standard conditions it can give a good indication of exposure to organophosphates
and carbamates. On the other hand, its use as a predictive tool is limited, and should only be made in association with
complementary measurements.

Key words: cholinesterases, Daphnia, pesticides, acute toxicity, population growth.
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INTRODUCAO

A medic&o da atividade de acetilcolinesterase (AChE)
tem sido empregada com sucesso para monitorar exposiao
a pesticidas anticolinesterase (organofosfatos e carbamatos).
Para organismos vertebrados, existe correlacdo direta entre
o grau de inibic&o de acetilcolinesterase e a manifestacéo de
efeitostoxicos letais e subletais (Walker et al., 2001). Entretanto,
avaliagdes com invertebrados tém demonstrado que relacéo
direta entre mudancas na atividade de AChE e toxicidade nem
sempre é verificada (Day & Scott, 1990; Sturm & Hansen,
1999). Estudos envolvendo o microcrustaceo Daphnia magna
mostram resultados controvertidos e que investigactes adi-
cionais sd0 necessarias (Sturm & Hansen, 1999). Definir aex-
tensdo em que a inibicdo de AChE e a toxicidade estdo
relacionadas em invertebrados é de caréter essencial para
estabelecer o papel deste biomarcador como ferramenta de
avaliagdo ambiental (Lagadic et al., 1994).

Desta forma, este estudo teve por objetivo investigar a
influéncia de fatores ambientais e de desenvolvimento na ex-
pressdo da atividade de AChE, assim como as relagdes en-
tre este biomarcador e os efeitos em nivel individual e
populacional em organismos do género Daphnia.

MATERIAL E METODOS

Ensaio de acetilcolinesterase

O procedimento para a medicao da atividade de acetilco-
linesterase foi baseado no ensaio genérico proposto por Ellman
et al. (1961) adaptado para uso em microplacas (Fisher et al.,
2000). Os homogenados foram preparados com grupos de 10
a 20 individuos adultos e jovens, respectivamente (Printes,
2003).

Relacdo entre atividade de acetilcolinesterase e
comprimento do corpo em D. magna

Neonatas (< 24 h) de D. magna (IRCHA, clonetipo 5)
foram cultivadasem meio ASTM (ASTM, 1980) até seis classes
de tamanho predeterminadas: 1; 1,5; 2; 2,5, 3; € 3,5 mm. Os
organismos foram mantidos individualmente em 50 ml de &gua
de cultivo e alimentados diariamente com Chlorella vulgaris
€ uma suspensdo de agua destilada contendo fermento bio-
I6gico Fleishman®. Ao atingirem o tamanho estabelecido, os
organismos foram congelados em nitrogénio liquido e preser-
vados a—70°C para posterior avaliagdo da atividade de AChE.

Influéncia do meio de cultivo sobre a atividade de AChE
em D. similis

Neonatas de D. similis (< 24 h) foram mantidas sem ali-
mento por 48 h (5: 150 ml) em dois meios de cultura: (1) ASTM
e (2) agua minera diluida (DMW) (USEPA, 1991). Os or-
ganismos foram entéo congel ados e preservados a—70°C para
avaliacdo da atividade de AChE.

Printes & Callaghan

AChE x imobilidade em 48 h

Neonatas de D. magna (< 24 h) foram expostas a5 in-
seticidas (paration, propoxur, clorpirifés, malation e acefato).
As concentragdes utilizadas variaram de 2 a 17 pM, 120 a 860
pM, 0,7 a7 pM, 4a24 pM e55uM al mM para paration,
propoxur, clorpirifés, malation e acefato, respectivamente. Apés
48 h, foi verificadaamobilidade dos organismos e 0s organismos
moveis foram congelados para analises de AChE. O efeito na
atividade enzimética foi correlacionado com valores de EC50
previamente obtidos em testes de toxicidade convencionais.

Relacdo entre atividade de AChE e efeito populacional

Dois clones de D. magna foram selecionados: (1) IRCHA,
clonetipo 5 ou “ Standard”, e (2) Clone “Ruth” (Universidade
de Sheffield, Inglaterra). Os organismos (15: 1000 ml) foram
expostos por 7 dias a concentrac@es subletais de acefato (5
e 10 mg/L). Ap6s 48 h, parte dos organismos foi congelada
para a andlise da atividade de AChE. No final dos 7 dias de
exposi¢cao os individuos remanescentes foram transferidos para
meio ASTM. N&o foi oferecido alimento nas primeiras 48 h,
e apos esse periodo os organismos foram mantidos com C.
vulgaris e suspensao de agua destilada com fermento biol égico.
A taxa de crescimento populacional (PGR) foi calculada ao
término de 21 dias (Sibly, 1999), e arelacéo entre AChE e
PGR foi avaliada para os dois clones.

Anélises estatisticas

Para a comparacéo dos tratamentos no experimento com
D. similis em diferentes meios de culturafoi utilizado o teste
“t” com nivel de significancia de 0,05. Os valores de 1C50
foram estimados por andlises de regressdo nao linear (SAS,
versao 8.2, Instituo SAS, NC, USA), e os dados obtidos foram
comparados utilizando-se teste “t” com nivel de significancia
de 0,05. A relacdo entre PGR e AChE foi calculada através
de andlise de regressdo multipla utilizando-se S-Plus 6.1
(Insightful Corp. 2002) (Printes, 2003).

RESULTADOSE DISCUSSAO

A atividade de AChE em D. magna apresentou rel acéo
inversa.com o tamanho dos organismos (F, , = 24,93; r> = 0,827,
p = 0,008) (Figura 1). De maneirasimilar, relacdo inversaentre
o comprimento do corpo e a atividade de AChE tem sido de-
monstrada para peixes (Sturm et al., 1999). A relacdo do ta-
manho dos organismos com a atividade de AChE n&o deve
ser ignorada. Se diferentes situagdes sdo comparadas, deve-
se considerar os fatores que podem afetar o crescimento e,
consequientemente, gerar um falso efeito na atividade de AChE.

O experimento realizado com D. similis de dois meios
de culturas apontou para variag&o significativa na atividade
deAChE (t,= 4,24, p=0,013). Osvalores obtidos foram 7,15 +
0,60 e4,18 + 0,35 uM/L/min/g proteina paraASTM e DMW,
respectivamente.
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Figura 1 — Relag&o entre atividade de AChE e comprimento do corpo em D. magna.

Outros estudos tém demonstrado que a utilizacgo de meios
diferentes para o cultivo e testes de toxicidade com dafinideos
pode causar variabilidade nas respostas desses organismos a
poluentes (Guilhermino et al., 1997).

Os valores de | C50 para clorpirifés e malation foram
estatisticamente diferentes (t,, = 6,01). N&o houve diferenca
significativa entre paration e clorpirifds (t,, = 0,57) e paration
emalation (t,, = 1,39). Considerando-se arelagdo entre IC50
e ECH0, arazdo entre estes dois valores oscilou entre 0,31
€ 0,90 (Tabela 1), o que sugere variabilidade nos niveis de
AChE associados a toxicidade aguda para os diferentes
pesticidas. Sturm & Hansen (1999) também encontraram
variacdo nas relacdes entre inibicdo de AChE e imobilidade
em D. magna e Chironomus riparius expostos aos
organofosfatos paration e diclorvos.

Essa inconsisténcia entre as razdes | C50/EC50 pode
estar refletindo efeitos tOxicos que ndo estdo diretamente re-

lacionados com ainibicdo de AChE. Os resultados obtidos
indicam que o valor de utilizar AChE como um biomarcador
de efeito em D. magna ira depender do quimico avaliado.

A inibicdo de AChE ap6s 48 h foi associada com um de-
créscimo em PGR para o clone “ Standard”. De maneirain-
versa, ainibicdo de AChE foi associada com um aumento em
PGR parao clone“Ruth” (Figura 2). Esses resultados sugerem
a presenca de interacdo entre gendtipo (clone) e ambiente (con-
centracdo de acefato) para crescimento populacional em D.
magna. Esses resultados talvez ndo sjam surpreendentes, uma
vez que variacles significativas entre clones de D. magna em
relacdo a fecundidade e PGR ja foram observadas previamente
em organismas expostos a 3,4 dicloroanilina e bromato de sddio
(Soares et al., 1992). Vérios fatores podem contribuir para
estas variacles, entre eles diferencas nos mecanismos de defesa
utilizados para evitar exposi¢ao e variabilidade nos mecanismos
de detoxificacéo (Baird & Barata, 1998).

Tabela 1 — Toxicidade aguda (EC50, 48 h) de diferentes inseticidas para D. magna e efeito sobre a atividade de
acetilcolinesterase (AChE) (I1C50, 48 h). Todas as concentragdes em pM exceto para acefato (UM).

Inseticidas EC50 (48 h)* 1C50 (48 h)** | C50/EC50
Paration 7,03 (6,38-7,72) 4,19+ 2,46 0,60
Propoxur 449,90 (370,84-572,43) 256,98 + 51,00 0,57

Clorpirifés 3,17 (2,62-3,71) 1,40 0,06 0,44
Malation 10,56 (9,99-11,47) 9,48+ 1,30 0,90
Acefato 309,82 (262,17-370,30) 94,98+ 5,13 0,31

* EC50 (48 h) = concentragdo efetiva média de testes de toxicidade padréo (limites de confianca superior e inferior de
95%); ** IC50 = concentragdo estimada em que a atividade de AChE é inibida em 50% (média para trés réplicas +

desvio-padréo).
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Figura 2 — Relacé&o entre atividade de AChE e taxa de crescimento populacional para D. magna; e clone Standard; o clone Ruth.

Além disso, é possivel que efeitos secundérios associados
atoxicidade de organofosfatos também possam contribuir para
as diferencas nas respostas individuais e populacionais ob-
servadas para os dois clones. Desta forma, a variagdo gené-
tica parece influenciar arelagdo entre a atividade de AChE
e efeitos toxicos em nivel de populagéo para D. magna.

Os resultados do presente estudo sugerem que, levan-
do-se em consideracdo a possibilidade de variaces devido
afatores ambientais e de desenvolvimento, a atividade de AChE
em Daphnia pode ser considerada um bom biomarcador de
exposicdo. Contudo, o uso desse biomarcador como critério
para avaliacéo de efeitos tOxicos em niveis mais altos de or-
ganizacdo bioldgica deve ser feito com cautela. Medidas de
analises complementares devem também ser utilizadas.
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ABSTRACT

This study evaluates the toxicity of the Microcystis aeruginosa strain RST9501, isolated from Patos Lagoon, to cladocerans
using standard tests with Ceriodaphnia dubia. The strain RST9501 was compared with the non-toxic M. aeruginosa strain
NPJT-01. Chronic effects were estimated by evaluating reproduction and growth in C. dubia exposed to increasing con-
centrations of M. aeruginosa. Alternative food source constituted by Pseudokirchneriella subcapitata and Artemia chow
was made available for all treatments. The presence of the two strains of M. aeruginosa inhibited both reproduction and
growth in C. dubia. Also, regardless the presence of microcystin, there was an increase in toxicity as the cell concentration
of both strains increased.

Key words: Microcystis, microcystin, Ceriodaphnia, toxicity, Brazil.

RESUMO

Estudos da toxicidade da cepa de Microcystis aeruginosa RST9501 da
Lagoa dos Patos, RS, sobre Ceriodaphnia dubia

Este estudo avalia a toxicidade da cepa RST9501 de Microcystis aeruginosa, isolada da Lagoa dos Patos, para Cladocera,
através de testes padronizados com Ceriodaphnia dubia. Para comparagao de seus efeitos foi utilizada a cepa de M.
aeruginosa NPJT-01 néo téxica pararato. Foi estimado efeito cronico a partir da avaliagdo da reproducéo e crescimento
de C. dubia em concentracfes crescentes de M. aeruginosa, sendo que para todos os tratamentos foi disponibilizado alimento
alternativo a base de Pseudokirchneriella subcapitata mais ragéo de artémia. A presenca de ambas as cepas de M. aeruginosa
foi capaz deinibir areproducéo e o crescimento de C. dubia, e este efeito foi incrementado com o aumento na concentragdo
de células de ambas as cepas, independente da presenca de microcistina.

Palavras-cahve: Microcystis, microcistina, Ceriodaphnia, toxicidade, Brasil.

INTRODUCTION

The production of cyanobacterial toxins in aquatic
environments can be extremely harmful to the plankton and
to some fish species, and it is associated with a reduction on
local diversity of both phytoplanktonic and zooplanktonic
populations (Lampert, 1981; Codd, 1985; Paerl, 1988).
Consequently, this impact will cause modifications in the
behavior, composition and structure of the communities (Fulton
& Paerl, 1987; Lampert, 1987; Forsyth et al., 1990; Demott

et al., 1991; Jungmann, 1992; Reinikainen, 1994; Berthon &
Brousse, 1995). Despite their low nutritional content, when
low concentrations of cyanobacteria are present the inhibition
of the filtering rates and the death of individuals of different
species may suggest and point out to the high toxicity of certain
strains (Nizan et al., 1986; Hanazato & Yasuno, 1987; Gilbert,
1990; Demott et al., 1991).

The aim of this study was to examine how a specific strain
of M. aeruginosa (RST9501) microcystin containing, isolated
in 1995 during investigations in Patos Lagoon (Yunes, 1996),

*Corresponding author: Nade Janara Coimbra, e-mail: nadejanara@ecol ogia.ufrgs.br.
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affect Ceriodaphnia dubia growth and reproduction. We
hypothesized that growth and reproduction will be only
adversely affected when Microcystis microcystin containing
is present. To test this hypothesis we mixed the green alga
Pseudokirchneriella subcapitata with a microcytin-free and
astrain of M. aeruginosa microcystin containing.

MATERIAL AND METHODS

The strain M. aeruginosa RST9501 used in this study
was sampled and isolated from the Patos L agoon estuary, and
has been kept under culture conditions in the Cyanobacteria
Research Unit, University of Rio Grande, Brazil, since 1995.
The strain is well known by its content of 1D-leu MCY ST,
MCY ST-FR, MCY ST-LR (Matthiensen, 1999; Matthiensen
et al., 2000).

The strain NPJT-01, isolated from the Juturnaiba Dam,
Rio de Janeiro, in 1996, and kept in stock conditions in the
Laboratory of Ecophysiology and Toxicology of Cyanobacteria
(NPPN/UFRJ), is anon-toxic strain to mice and was used to
compare the effects when there is no detectable production
of microcystin.

Both strains of cyanobacteria were cultured in BGN1/
2 medium (Rippkaet al., 1979), at 25°C, with constant aeration,
photoperiod of 16h/8h (light:darkness) and light intensity of
125 wm2st

The evaluation of toxins content was performed by using
an immunoassay, with the microcystin determination kit
“EnviroGard Microcystins Plate Kit®” of Strategic Diagnostics
Inc, USA. The toxins concentration of the strain RST9501 was
determined for different cultures during the entire study period
and for all cultures that were used in the toxicity tests. Only
two dosages were done for the strain NPJT-01. The detection
[imit was > 0.1 ppb.

C. dubia were exposed in a static renewal system to
different concentrations during a seven-day period. The results
were based on survival, growth and reproduction according
to the short-term methods for measuring chronic toxicity of
effluents and receiving waters to freshwater organisms —
method 1002.0 of the U.S. Environmental Protection Agency
(USEPA, 2002).

Individual organisms were exposed to 30 mL of test
solutions at concentrations of 3 x 10°, 6 x 10°, 1.2 x 10°, 2.5 x
105, 5 x 105, and 1 x 107 cellsmL of M. aeruginosa and
Pseudokirchneriella subcapitata. The control and test dilution
water used was from a natural well, adjusted to pH 7.2 (+ 2),
and hardness ranging from 40 to 48 mg.L™ of CaCO..

Growth was evaluated by measuring the total body length
of threeindividuals daily for the entire period of the test. For
this purpose, a stereoscopic microscope was used with a
micrometered ocular connected to it. The statistic analysis of
growth was performed by comparing the means of the
differences between final length, taken in the 7" day, and initial
length of each individual. The results were analyzed using the
Bonferroni’st test (USEPA, 2002).

Monteiro et al.

The reproduction data, represented by the offspring
number per female, were analyzed using the Dunnett’s multiple
comparison test when data were normal and homogeneous,
and using Steel’s test when they were non-parametric. The
normality was verified with the Chi-square and Shapiro-Wilks
tests and the homogeneity of the variance with the Hartley and
Bartlett’stests. The Fisher’stest was used to evaluate the toxic
effects upon the survivorship of the organisms (USEPA, 2002).

RESULTS

The immunoassay analysis results that strain NPJT-
01 contains no detectable microcystin, whereas RST9501
presents a microcystin content of 0.56 pg.mL= (2.75 pug.mg
of dry weight™) with standard deviation 0.14 and coefficient
of variation of 24%.

A significant increase in mortality was observed for C.
dubia trested with microcystin containing strain (RST9501) and
microcystin free strain (NPJT-01) at the concentrations of 1 x
107 cells.mL, 5 x 10° cells.mL, and 2.5 x 10° cells.mL*
(p = 0.05). When reared with Pseudokirchneriella subcapitata
alone, there was no mortality effect in C. dubia.

The presence of both strains of M. aeruginosa (toxic and
non-toxic) caused a reduction in somatic growth in C. dubia.
Body length at the end of the experiment was significantly lower
as the concentration of cyanobacteria cellsincreased (p = 0.05).

In the treatments fed with microcystin containing
RST9501, the difference was significant from the first
concentration, 3 x 10° cells.mL, with a 17% reduction in
growth in comparison with control animals. At the concentrations
of 6x 10° cellsmL™, 1.2 x 10°cellsmL, 2.5 x 10° cellsmL™,
5 x 106 cells.mL™, the reduction in somatic growth was 32,
38, 50, and 58%, respectively. For the highest evaluated
concentration of this strain, 1 x 107 cells.mL?, the reduction
in mean somatic growth was 70%.

Strain NPJT-01 at 3 x 10° cellsmL increased body length
in 7% when compared with the control. A significant reduction
in body length was verified from 1.2 x 10°cellsmL (31%)
(p=0.05). At 2.5x 10° cdlsmL body length was 41% reduced,
and at 5 x 10° cellsmL it was 32% reduced. The maximum
reduction in growth obtained with microcystin free NPJT-01
was51% at 1 x 107 cellsmL=. When the same test was carried
out with Pseudokirchneriella subcapitata, none of the
concentrations evaluated significantly affected somatic growth.
The maximum reduction observed was 12% (Figure 1).

The presence of both strains of M. aeruginosa promoted
a statistically significant reduction (p = 0.05) in C. dubia
reproduction (Table 1). A decrease in the offspring number
was observed as the concentrations of cyanobacteriaincreased.
When the cladocerans were exposed to the same concentrations
of Pseudokirchneriella subcapitata, the reproduction was not
significantly altered in comparison to the control group (p =
0.05). However, there was atendency to stimulating C. dubia
reproduction with increasing cell concentrations of
Pseudokirchneriella subcapitata.
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Figure 1 — Difference in size (growth) between the seventh and the first day in C. dubia exposed to Microcystis toxic strain
(RST9501), non-toxic strain (NPJT-01) and Pseudokirchneriella subcapitata. Error bars indicate standard deviation.

Table 1 — Statistical results of the C. dubia reproduction, comparing the two
strains of Microcystis (RST9501 and NPJT-01) in different concentrations.

Microcystis aeruginosa

Pseudokirchneriella

Treatment Strain RST9501 Strain NPJTO1 subcapitata
Mean Standard Mean Standard Mean Standard
deviation deviation deviation
Control 22.85% 6.79 26.15° 7.87 20.30%® 6.02
3.0E+05 18.03° 11.19 22.80% 7.04 25.50° 9.34
6.0E+05 13.39 10.84 17.63° 1054 24.20%* 3.49
1.2E+06 8.94° 10.09 13.95% 9.01 27.00° 5.46
2.5E+06 4.01% 5.78 6.83° 6.73 24.70° 4.45
5.0E+06 1.78¢ 271 3.10% 3.81 32.10° 9.18
1.0E+07 0.15° 0.58 0.63% 1.48 28.30° 4.45

a For the mean values, the letters a, b, ¢, d, and e indicate distinct significant differences in the analysis of variance
complemented by the Dunnett multiple comparison test T3 (p = 0.05).

Comparing the two strains of Microcystis (RST9501 and
NPJT-01), the effect upon C. dubia reproduction was not
significantly different (p = 0.05) (Table 1). When M. aeruginosa
or Pseudokirchneriella subcapitata were utilized as the only
food source, a significant difference (p = 0.05) in offspring
production was observed.

DISCUSSION

Toxin analys's has confirmed the presence of microcystins
in RST9501 strain only. The concentration of this strain (1.64
ug.mg of dry weight™) iswell within the range of 0.161 to 4.90

pg.mg of dry weight™ reported in the literature for different strains
(Reinikainen et al., 1994; Yunes et al., 1996; Matthiensen et al.,
1999; Ferréo-Filho et al., 2000; Lirling & Van Der Grinten, 2003).

Survival, growth and reproduction of C. dubia were
significantly reduced when both strains, microcystin containing
(RST9501) and microcystin free (NPJT-01), were offered as
food. M. aeruginosa have been reported to exert strong effects
on Cladocera (Lampert, 1981; Fulton & Paerl, 1987; Hanazato
& Yasuno, 1987; Gilbert, 1990; Lirling & Van Der Grinten,
2003). Both, increase in growth and delay in reproduction have
been reported as chronic effects of M. aeruginosa in Daphnia
(Reinikainen et al., 1999).
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The importance of the presence of microcystins for the
zooplankton has been widely discussed (Nizan et al., 1986;
DeMott et al., 1991; Jungemann, 1992; Lirling & Van Der
Grinten, 2003; Reinikainen et al., 1994; Rohrlack et al., 1999a;
Rohrlack et al., 1999b). Contrasting with our results, mortality
in Daphnia has been reported only when microcystins containing
cells were present, suggesting microcystin-LR to be the likely
cause of toxicity (Rohrlack et al., 1999b).

Nevertheless, according to Reinikainen et al. (1994) and
Larling & Van Der Grinten (2003), M. aeruginosa toxicity to
daphnids could be attributed not only to the microcystin, but
also to the possible occurrence of other potentially toxic
substancesin the algae cells. Lethal effect was observed on D.
pulicaria when afraction of M. aeruginosa microcystins—free
extract was used (Jungmann, 1992). Thus, it was suggested
that ahighly toxic component, different from microcystin-LR,
could have been the cause of the toxicity.

Our findings suggest that a dose-related reduction on
survival, growth and reproduction in C. dubia exposed to
Microcystis may be aresult of itslow nutritional content. This
isreinforced by the fact that there was no difference between
the two analyzed strains (with or without microcystin) in terms
of toxic effects. Cyanobacteria may be poorly digested or
assimilated. In addition, it may lack essential unsaturated fat
and other essential nutrients for the development of C. dubia
(Lampert, 1987; DeMott, 1998; DeMott & Miller-Navarra,
1997).
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